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4. Zusammenfassung

Die Familie der Small ubiquitin related modifier (SUMO) Proteine ist ein Familie von 4
posttranslational modifizierenden Molekiilen, die die Funktion diverser Zielmolekile Uber
kovalente und nichtkovalente Bindungen an diese verandern kann. Diese Anderung kann
sich auf die Stabilitdt, Lokalisation, wie auch die Funktion der gebundenen Zielproteine
auswirken. Die Reifung wie auch das Lésen SUMOs von den Zielproteinen sind von einer
Familie SUMO spezifischer Proteasen, den Sentrin spezifischen Proteasen (SENP)
abhangig. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Rolle von SENP5 und 7 in der stabilen
Aktivierung von Rheumatoid Arthritischen Synovialfibroblasten untersucht.

Erstmalig konnte eine erhéhte Expression der SUMO Proteine 2 und 3 in Rheumatoid
Arthritischem (RA)-Synovialgewebe nachgewiesen werden. In anschlieBenden Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die verstarkte SUMO-2/3 Expression auf die Expression in den
stabil aktivierten Synovialfibroblasten von RA-Patienten zurlckzufiihren ist. Aufbauend auf
den SUMO-2/3 Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die SUMO-2/3 spezifischen
Proteasen SENP5 und SENP7 verstarkt im RA-Synovialgewebe exprimiert werden. Die
Daten dieser Arbeit belegten die verstarkte Expression von SENP7 in den Rheumatoid
Arthritischen Synovialfibroblasten (RASF). Des Weiteren konnten SENP5 und SENP7 in
RASF im Nukleus nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte sowohl in den RASF wie auch in
den Osteoarthritischen Synovialfibroblasten (OASF) ein klares Signal fur SENP7 im
Zytoplasma detektiert werden. In den RASF kolokalisierte das SENP7 Signal mit dem
Zentrosom und dem Golgi Apparat. Daruber hinaus akkumuliert das SENP7 Signal punktuell
im Nukleus der RASF. Diese erstmals beobachtete Zentrosomenlokalisation von SENP7 in
den RASF lasst auf eine Beteiligung der Protease an Zellteilungsprozessen schlielen. Die
Kolokalisation von SENP7 im Golgi Apparat macht einen Einfluss der Protease auf die
Modifikation von Proteinen in diesem Zellorganell wahrscheinlich. In Versuchen im hTNFtg
Mausmodell, welches eine chronische, inflammatorische polyartikulare Arthritis entwickelt,
war eine gesteigerte Expression der murinen Proteasen SENP5 und SENP7 im
Synovialgewebe der hTNFtg Maus zu detektieren. Die Expression von murinem SENP5
erschien gleichmaRig auf das Synovialgewebe der hTNFtg Maus verteilt, die Expression von
murinem SENP7 im Synovialgewebe der hTNFtg Maus war im Bereich der
Gelenkdestruktion und des Pannusgewebe besonders deutlich ausgepragt. Im Vergleich
hierzu war die Expression von SENP5 und SENP7 im wt Synovialgewebe schwacher aber
detektierbar. Die Stimulation von wildtyp Synovialfibroblasten (wt SF) mit hTNF-a
intensivierte die Expression von murinem SENP7 in den wt SF. Diese Ergebnisse zeigen,

dass die Expression von murinem SENP7 durch den externen Stimulus hTNF-a induziert
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Zusammenfassung

wird. Da SUMO-2/3 Modifikationen Effekte auf Prozesse im Umfeld von Zellteilungs-,
Differenzierungs- und Proliferationsprozessen haben, wurde der Einfluss einer
Uberexpression von SENP5 und SENP7 in murinen SF auf funktioneller Ebene untersucht.
Die Uberexpression von SENP5 oder SENP7 in murinen wt SF steigerte die
Proliferationsrate dieser wt SF. Die Analoge Uberexpression der Proteasen in hTNFtg SF
konnte die Proliferationsrate dieser Synovialfibroblasten starker steigern als in den wt SF.
Damit konnte erstmalig im Rahmen dieser Arbeit ein Effekt von SENP7 auf die Proliferation
von primaren murinen Synovialfibroblasten gezeigt werden. Ein weiteres Charakteristikum
der RASF ist die verminderte Empfindlichkeit gegenuber proapoptotischen Signalen, welche
dazu beitragt, dass sich mit fortschreitender Erkrankung das Pannusgewebe im RA-
Synovium verdickt. Wie die Untersuchungen, zeigten bewirkte eine Uberexpression der
SUMO-2/3 spezifischen Proteasen SENP5 oder SENP7 in wt SF eine Erhdhung der
Empfindlichkeit gegenlber der FAS-Ligand induzierten Apoptose. Auch hier hatte ahnlich
wie in den Proliferationsuntersuchungen die Uberexpression von SENP7 einen wesentlich
starkeren Effekt. Diese Daten lassen darauf schlieRen, dass eine veranderte SUMOylierung
in den RASF als Folge einer erhéhten SENP5 oder SENP7 Expression Auswirkungen auf
unterschiedliche proapoptotische Signalmolekile hat. MafRgeblich an den destruktiven
Prozessen der RA beteiligt, spielen die MMP eine Schlusselrolle in der RA-Erkrankung. Die
Messung der murinen pro-MMP-9 Expression in wt SF nach einer erfolgten Transfektion mit
einem SENP5 oder einem SENP7 Expressionsvektor zeigte eine starke Induktion der
Expression von murinem pro-MMP-9 in den murinen Synovialfibroblasten. Eine Wirkung der
Proteasen auf regulatorische Modifikationen und Signalwege, die modulierend auf die
Induktion von murinem pro-MMP-9 einwirken ist denkbar.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse erweitern das noch junge Forschungsfeld der SENP-
Proteine um erste Erkenntnisse zur Bedeutung von SENP5 und SENP7 in der

Rheumatoiden Arthritis.
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5. Zielsetzung

In ersten Versuchen zu den funktionellen Konsequenzen einer veranderten SUMOylierung in
RASF konnten Meineke et al. zeigen, dass die verminderte Empfindlichkeit der RASF fur
FAS-Ligand induzierte Apoptose auf die erhdhte SUMO-1 Expression zuriickzufiihren ist'.
Die Beteiligung des posttranslationalen Modifikators SUMO-1 an der Empfindlichkeit der
RASF fur proapoptotische Signale bietet eine Erklarung fir die charakteristische verminderte
Apoptoserate der stabil aktivierten Synovialfibroblasten von RA-Patienten. Durch
Uberexpression der SUMO-1 spezifischen Protease SENP1 gelang es Meineke et al. die
FAS-Ligand induzierte Apoptoserate der RASF zu erhdhen. Aufbauend auf diesen Daten zur
erhdhten Expression von SUMO-1 in den RASF und den funktionellen Einflissen der SUMO-
1 spezifischen Protease SENP1 auf die Empfindlichkeit der RASF fir die FAS induzierte
Apoptose, sollte im Rahmen dieser Dissertation die SUMOylierung durch SUMO-2/3 und die
Expression der SUMO-2/3 spezifischen Proteasen SENP5 und SENP7 auf die stabile
Aktivierung von Rheumatoid Arthritischen Synovialfibroblasten betrachtet werden. Um den
Kenntnisstand zu den bisher in der RA unerforschten SUMO-Proteinen SUMO-2 und -3 zu
erweitern, sollte einleitend die Expression diese Proteine im Synovialgewebe von Patienten
mit RA untersucht werden. Zusammen mit diesen Proteinen sollten die zugehérigen SUMO-
2/3 spezifischen Proteasen SENP5 und SENP7 erstmalig in RA-Synovialgewebe und
kultivierten primaren RASF betrachtet werden. Neben grundlegenden Aussagen zur
transkriptionellen und translationalen Expression, sollte die Lokalisation der Proteasen in
primaren RASF geklart werden, um Ruckschlisse zu mdglichen Funktionen der Proteasen
treffen zu kdénnen. Ergadnzend zu den Analysen in humanen RA- und OA-
Synovialgewebeproben und RA- und OA-Synovialfibroblasten, sollte die Bedeutung von
SENPS und SENP7 im hTNF-a-abhangigen Mausmodell einer destruktiven Arthritis geklart
werden. Die Expression und die funktionellen Konsequenzen der Expression von SENP5
und SENP7 sollten in primaren murinen SF untersucht werden. Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen zu den SENP-Proteinen und der Expression in humanem RA-Synovialgewebe
und RASF sollten im murinen Modell der RA gezielt Prozesse der Pathogenese untersucht
werden, in denen SENP5 und SENP7 einen entscheidenden Einfluss haben kénnten:

Proliferation, Apoptose und regulatorische Prozesse.
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6. Einleitung

6.1. Die Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA), auch chronische Polyarthritis, ist eine entzindliche
Gelenkerkrankung die den Knorpel und Knochen der Gelenke zerstort. Die Pravalenz der RA
liegt bei etwa 1%, wobei das Risiko an RA zu erkranken fur Frauen etwa dreimal héher ist
als fir Manner®. Erste Symptome, die in der Regel zwischen dem 35. und 45. Lebensjahr
auftreten, sind charakteristische bilaterale Schmerzen der Hand- und Fingergelenke. Es
kénnen allerdings auch Ful3-, Huft-, Knie- oder Schultergelenke betroffen sein. Einhergehend
mit diesen Schmerzsymptomen, die durch Entzindungen der Gelenke hervorgerufen
werden, tritt auch eine Schwellung in den betroffenen Gelenkregionen auf, begleitet von
Morgensteifigkeit. Da die krankhaften Prozesse der RA Jahre vor der Erstdiagnose
einsetzen, ist diese Erkrankung zum Zeitpunkt der Erstdiagnose oft bereits fortgeschritten.
Gerade die Schaden des Knorpelgewebes sind in spaten Stadien nahezu irreversibel. Daher
ist eine frihzeitige Diagnose der Erkrankung wichtig, um in einem mdglichst frihen Stadium
der Krankheit mit einer gezielten Therapie beginnen zu kénnen. Um eine Diagnose zu
erleichtern, hat das American College of Rheumatology (ACR) bereits 1987 die sogenannten
ACR-Kriterien aufgestellt. Die aktualisierten Kriterien nach Alethana et al. 2010 sind in
Tabelle 1 zusammengestellt. Von den sieben aufgefuhrten Punkten missen mindestens vier

erfiillt sein, um eine RA-Erkrankung sicher zu diagnostizieren®.

Tabelle 1 ACR-Klassifikationskriterien fiir die Rheumatoide Arthritis

Gelenkentziindung mit tastbaren Schwellungen in einem oder
mehreren Gelenken Uber mindestens sechs Wochen
Eine sechs Wochen andauernde Morgensteifigkeit der
Gelenke Uber jeweils mindestens eine Stunde hinweg
Schwellung (Arthritis) an Hand- oder Fingergelenken langer
als sechs Wochen
Eine auf beiden Korperseiten in den selben Gelenken
auftretende symmetrische Arthritis
sogenannte Rheumaknoten
der Nachweis von sogenannten Rheumafaktoren im Blut des
Patienten
im Rdntgenbild nachweisbare, typische Veranderungen wie
gelenknahe Osteoporose und/oder Erosionen

nach Alethana et al. 2010°
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6.1.1. Atiologie der Rheumatoiden Arthritis

Trotz der Haufigkeit der RA-Erkrankung innerhalb der Bevolkerung sind die Ursachen der RA
bisher weitgehend unbekannt. So werden Bakterien oder Viren als Krankheitsausldser,
genetische Pradispositionen oder hormonellen Einflisse diskutiert. Es werden z. B.
Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus®, aber auch mit Retroviren als mdogliche Ausldser

t°7. Weitere Faktoren wie Umwelteinfliisse, hormonelle Einfliisse, Ernahrung oder die

8,9
™.

benann

Rauchgewohnheiten der Patienten werden ebenfalls diskutier

Weiterhin spielen andere Faktoren eine Rolle flir den Schweregrad der RA-Erkrankung.
Eindeutig gibt es eine genetische Pradisposition fiir den Verlauf der Erkrankung®. Als
genetische Faktoren werden die Gruppe der human leucocyte antigene (HLA)-Klasse Il
besprochen. Die auf Chromosom 6 gelegenen HLA Gene kodieren flr transmembrane
Glykoproteine, die unter anderem in Makrophagen fir die Antigenprasentation verantwortlich
sind'®"2. Zu diesen Hypothesen kommen in den letzten Jahren auch vermehrt Hinweise auf
epigenetische Faktoren hinzu, die auf die Vielzahl der in der RA gestérten Prozesse
einwirken kénnen'". Sichere Erkenntnisse wie weit diese Faktoren sich auf die Schwere

der Erkrankung auswirken gibt es bisher nicht.

6.1.2. Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis

Die Gelenke bilden die beweglichen Verbindungen des menschlichen Kérpers zwischen den
einzelnen Knochen. Anatomisch setzt sich das Gelenk aus den Gelenkknochen zusammen,
die im Bereich des Gelenkkopfes von einer Knorpelschicht bedeckt sind (Abbildung 1).
Umschlossen wird das Gelenk von einer Gelenkkapsel (dem sogenannten Synovium). Die
Gelenkinnenhaut (Synovialmembran), welche das Gelenk auskleidet, stellt die Versorgung
des Knorpels mit Nahrstoffen {ber die Synovialfliissigkeit sicher®. Im gesunden Gelenk
besteht die Synovialmembran aus einer dinnen Zellschicht (lining layer) als Grenze zum

Gelenkinnenraum.
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Abbildung 1 Schema eines gesunden und rheumatoid arthritischen Gelenkes

Schematische Darstellung eines gesunden (links) und eines rheumatischen Gelenkes (rechts): Im
Gegensatz zum gesunden Gelenk, bildet sich im erkrankten Gelenk ein hyperplastisches
Pannusgewebe aus. Die hier zu findenden Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten tragen zum
progressiven Zersetzen des Knorpels bei (modifiziert nach Pundt et al. 200916).

Im Zuge der RA kommt es zu einer krankhaften Veranderung dieser Zellschichten, die sich
vornehmlich durch Zellvermehrung und Dickenwachstum der Membranen auszeichnet.
Diese Pannusbildung unterscheidet sich von Patient zu Patient sowohl in der

Bildungsgeschwindigkeit als auch in der Auspragung des hyperplastischen Gewebes.

Der Beginn der Gelenkentziindung ist durch eine Infiltration von mononuklaren Zellen
gekennzeichnet. Beginnend mit einer Einwanderung von Makrophagen setzt eine gesteigerte
Expression von Chemo- und Zytokinen ein. Das vermehrte Ausschitten
proinflammatorischer Zytokine insbesondere des Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-
1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) flihrt zu einem Entzindungsprozess im Gelenk und sorgt
neben einer Aktivierung der Osteoklasten' ", welche fiir den Prozess der
Knochendestruktion  mitverantwortlich  sind, fir eine stabile  Aktivierung der
Synovialfibroblasten. Diese nehmen ihren charakteristischen, tumorahnlichen Phanotyp an®.
Neben den Synovialfibroblasten tragen auch die Makrophagen und Lymphozyten zum
Entzindungsprozess und zur Matrixzerstérung bei. Dies geschieht lokal Uber das weitere
Rekrutieren von Entzindungszellen (wie zum Beispiel aktivierter Monozyten),
Neovaskularisierung und das Ausschiitten von Matrix degradierenden Enzymen?'?.
Weiterhin sind T-Zellen bei der Entziindungsreaktion beteiligt. Alle diese einzelnen Prozesse

bilden ein komplexes Zusammenspiel, das zum Gesamtbild der RA beitragt.
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6.1.3. Aktivierte Rheumatoid Arthritische Synovialfibroblasten

Neben Makrophagen und T-Zellen spielen die Rheumatoid Arthritischen Synovialfibroblasten
(RASF) eine entscheidende Rolle bei der Zerstérung von Knorpel und Knochen. Externe
Stimuli wie zum Beispiel Zytokine oder Wachtumsfaktoren fiihren bereits in den frihen
Phasen der Pathogenese zu einer als stabile Aktivierung bezeichneten Reaktion der
Fibroblasten. In der wissenschaftlichen Diskussion herrscht allerdings bisher kein Konsens

dariiber welche dieser Stimuli fiir diese Aktivierung entscheidend sind?*2*.

Diese stabile Aktivierung flhrt zur Veranderung der Synovialfibroblasten sowohl beziiglich
der Morphologie als auch diverser zellularer Prozesse wie zum Beipiel eine veranderte
Empfindlichkeit fir apoptotische Signale oder eine dauerhaft verstarkte Ausschittung von
Zytokinen. Die aktivierten Synovialfibroblasten weisen auf morphologischer Ebene eine in
der Phasenkontrastmikroskopie eher runde Zellmorphologie auf sowie einen blassgrauen

Kern?28

Auf molekularbiologischer Ebene ist eine unbalancierte Proteinexpression,
insbesondere von Zytokinen'®, aber auch von antiapoptotischen Proteinen wie zum Beispiel
Bcl-2, Protooncogenen, Proteoglykanen und Wachstumsfaktoren zu finden®®. Die
transformierten Fibroblasten sind nur noch bedingt zugangig fiir proapoptotische Signale?’,
heften sich an den Knorpel im Gelenk an und zerstdren ihn progressiv durch das Zersetzen
der artikuldren Strukturen des Gelenkknorpels®. Eine Reihe von Studien im severe
combined immune-deficient (SCID) Mausmodell, konnte die Eigenschaften der
transformierten Fibroblasten und ihre stabile Aktivierung belegen®. Hierbei wurden humane
RASF und Synovialfibroblasten von osteoarthritischen Patienten (OASF) isoliert und in vitro
kultiviert. Nach Transplantation der Uber einige Passagen hinweg kultivierten Fibroblasten
zusammen mit gesundem humanem Knorpel in einem Gewebeschwamm, unter die
Nierenkapsel der SCID Maus zeigten die RASF im Gegensatz zu den OASF den typischen
aggressiven, tumorahnlichen Phanotyp®. Eine deutliche Anheftung der RASF an den
Knorpel wie auch die Zerstérung der Matrix war nach den zwei Monate dauernden
Versuchen zu beobachten. In den weiterfilhrenden Arbeiten von Lefevre et al.®’’ konnte
gezeigt werden, dass gemeinsam mit Schwammen transplantierte RASF in der Lage sind im
SCID Mausmodell in gesunden transplantierten Knorpel der kontralateralen Seite der Mause
einzuwandern und dort ihren aktivierten Phanotyp beibehalten. OASF wurden als Kontrolle
verwendet. Die OA ist durch einen progressiven Knorpelverlust, eine krankhafte Ausbildung
von Osteophyten (degenerative, knécherne Auslaufer am Rand des Knochens), sowie eine
gelegentlich auftretende Entziindung gekennzeichnet. Die OASF zeigen im Gegensatz zu
den RASF keinen stabil aktivierten tumorahnlichen Phanotyp. Die Chondrozyten verschieben
ihre Aktivitat in der OA in erster Linie auf katabolische Prozesse wahrend eine natirliche

Aktivierung anabolischer Stimuli zum Teil nicht mehr angenommen wird?,
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Abbildung 2 Aktivierte Synovialfibroblasten in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis
Aktivierte Synovialfibroblasten exprimieren verstarkt Tumorsupressoren, Protoonkogene und
Apoptose assoziierte Proteine. Neben T-Zellen und Makropagen exprimieren auch Fibroblasten
matrixdegradierende Enzyme und Adhasionsmolekiile. Makrophagen (Mg) d|fferen2|eren unter diesen
Bedingungen zu Osteoklasten, weiterhin wird die Angiogenese stimuliert (nach Pap 1999° )

Aktivierte Fibroblasten weisen charakteristische Veranderungen auf (Abbildung 2). So tragen
aktivierte Fibroblasten durch ihre Ubermalige Produktion von Zytokinen wie TNF-a
(Tumornekroseaktor-alpha) und Adhasionsmolekilen wie z. B. VCAM-1(vascular cell
adhesion molecule-1) zu den destruktiven Prozessen im Gelenk bei®. Diese Verdnderungen
der Zytokinsezernierung unter anderem der Fibroblasten flihren zu einem Milieu im

Synovium, das die Zellen dauerhaftem Stress aussetzt*

. Trotz des genotoxischen Umfeldes
im Synovium, das zu hypoxischem Stress und einer Haufung von DNA-Strangbrtchen flhrt,
ist in den RASF eine deutlich verminderte Empfindlichkeit fiir die Apoptose zu beobachten®
Durch das Wachsen der Synovialmembran verdickt sich diese Struktur zu einem stark
hypoxischen Pannusgewebe. Unter diesen hypoxischen Bedingungen kommt es zu einer
verstarkten Expression von hitzeinduzierbaren Moleklilen wie zum Beispiel Hypoxie
induzierbarer Faktor 1 a und B (HIF1a und HIF1B)** welche verstarkend auf die
Angiogenese wirken?**°. Die Adhasionsmolekiile vermitteln das Anheften der Fibroblasten
an den Gelenkknorpel. Dieser Schritt initiiert die Zerstérung der Knorpelmatrix durch die
RASF. Ein erhohtes, invasives Verhalten der RASF wird durch eine veranderte
Proteinexpression verschiedener Proteine wie Matrixmetalloproteinasen (MMP) oder

Kathepsine begiinstigt**“°.
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6.1.4. Das hTNFtg Mausmodell

Um die Pathogenese der RA besser verstehen zu kdnnen und moégliche Therapieansatze im
Tiermodell zu testen, werden in der RA-Forschung verschiedenen Tiermodelle verwendet*.

Neben induzierbaren Modellen der RA wie z. B. der durch bovines Kollagen Il induzierbaren
Arthritis (CIA) oder der adjuvant induzierten Artihritis (AIA) in denen die M&use durch
Injektionen der genannten Substanzen in die Pfotengelenke eine starke Entziindung, gefolgt
von einer progressiven Gelenkszerstérung entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das

humane TNF transgene Mausmodell verwendet.

TNF-a ist ein zentraler Signalstoff im Immunsystem und spielt eine entscheidende Rolle bei
lokalen und systemischen Entzindungen, bei der Regulierung diverser Zellprozesse wie der
Apoptose, der Proliferation und der Zelldifferenzierung sowie der Aktivitat von Immunzellen.
Die humane transgene Tumor Nekrose Faktor (hTNFtg) Maus bietet eine hervorragende
Méoglichkeit die Pathogenese der RA im Hinblick auf dieses initierende Zytokin TNF-a in vivo
zu untersuchen. Diese Mause exprimieren ein 3'-modifiziertes humanes TNF-a Gen-
Konstrukt, welchem die fir die Regulation des hTNFa-Gens wichtige 3'-Sequenz fehlt.
Dieses Konstrukt sorgt in dieser transgenen Maus fir eine starken Zunahme der Expression
von humanem TNF-a in Milz, Lunge, Thymus, Nieren, Gelenken und der Leber*?. Durch die
dauerhaft erhéhte Expression des humanen TNF-a entwickeln die Mause in einem kurzen
Zeitraum von etwa 6-8 Wochen eine chronische, polyartikulare Arthritis. Phanotypisch auldert
sich diese Zytokinuberexpression durch Schwellung der Hinterpfoten, begleitet von einer
deutlichen Entzindung. Infolge dessen zeigen betroffene Mause eine Einschrankung der

Beweglichkeit von Hinterpfoten und Sprunggelenken.

Im direkten Vergleich zur RA weist der Phanotyp der hTNFtg Maus deutliche Parallelen auf.
So lassen sich ab der vierten Woche erste inflammatorische Reaktionen feststellen, sowie in
der Folge auftretende Schwellungen in den Vorderextremitdten. Etwa ab der sechsten
Woche sind im histologischen Befund erste Knorpeldestruktionen nachzuweisen. Diese von
Entzindungen und starken Schwellungen der betroffenen Gelenke begleiteten Prozesse
schreiten kontinuierlich voran. Etwa im Alter von 16 Wochen ist die Mobilitat der Mause stark
eingeschrankt, da Knorpel und Knochen der betroffenen Gelenke der Maus nahezu
vollstandig zerstort sind. Anhand dieses Modells konnte der Einfluss von TNF-a auf die
charakteristischen Prozesse in RA untersucht werden. Wie auch in der Therapie der RA
kann dem Fortschreiten der in der Maus beobachteten Prozesse durch das regelmalRige
Verabreichen von TNF-a blockierenden Antikdrpern entgegengewirkt werden. Um die Rolle
der SENP-Proteasen und der SUMO-Proteine in der Pathogenese der RA besser verstehen
zu konnen, wurden neben humanen Gewebeschnitten und primaren Fibroblasten auch

Untersuchungen in Gewebeschnitten und Synovialfibroblasten (SF) des hTNFtg
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Mausmodells durchgeflhrt.

6.2. Invasivitdt und Matrixzerstérung

Im rheumatischen Gelenk ist das natirliche Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der
Extrazelluldren Matrix (EZM) massiv gestdrt. Es kommt zu einem krankhaften Anheften der
Zellen an die Matrix, gefolgt von einer Degradation der Matrix durch den angehefteten
Fibroblasten und einer anschlieRenden Zerstérung des Knorpels. Dieses invasive Verhalten
der RASF flhrt schlieBlich zur voélligen Zerstérung des Gelenkes. Insbesondere die
Sezernierung von Matrix Metalloproteinasen ist fur diese Invasivitit der RASF

verantwortlich??,

6.2.1. Matrix Metalloproteinasen

Matrix Metalloproteinasen (MMP) sind eine im extrazellularen Raum aktive Gruppe von
Enzymen, die durch Abbau der EZM am Gewebeumbau beteiligt sind. Uber diesen Prozess
hinaus haben die MMP Einfluss auf die Prozessierung diverser Signalmolekile. Die
insgesamt 20 Mitglieder umfassende Familie der Matrix Metalloproteinasen teilt sich in
Gelatinasen, Matrilysine, Stromelysine, Kollagenasen und membrangebundene MMP
(Tabelle 1). Alle Proteasen sind am Abbau verschiedenster Komponenten der EZM beteiligt.
Aufgrund dessen spielen die MMP an zahlreichen Prozessen und Erkrankungen wie
Embryogenese, Angiogenese, Knochenremodelling, Wundheilung, Metastasierung,
Tumorinvasion, fibrotischen Erkrankungen, Osteoarthrose oder inflammatorischen
Erkrankungen eine entscheidende Rolle??****. Der GroRteil der MMP wird induziert und nicht
konstitutiv exprimiert. Mit Ausnahme der intrazellular durch Furin aktivierten MMP (MT-1- und
-2-MMP, MMP-11, MMP-23 und MMP-28°"%?) haben alle extrazelluldren MMP ein etwa 20
Aminosauren langes Signalpeptid, das wahrend der Sezernierung abgespalten wird. Die
MMP werden als inaktive Proformen in den Extrazellularraum sezerniert®®. Die Aktivierung
von pro-MMP ist ein initialer Schritt in der Regulation der MMP-Aktivitat. Diese Aktivierung
wird durch Abspaltung eines 80 Aminosauren umfassenden Propeptid am N-Terminus der
katalytischen Domane erreicht. Die Aktivierung wird hauptsachlich durch die Zerstérung der
Interaktion zwischen einer Cysteinsulphydrylgruppe in der Propeptiddomane und der Zink-
lonenbindung im katalytischen Zentrum gewahrleistet. Dieser Mechanismus, bekannt als
Cystein-Switch Modell, reprasentiert ein generelles Modell zur Aufrechterhaltung der pro-

MMP-Latenz, worunter die Erhaltung des Enzyms in seiner inaktiven Form zu verstehen ist**.
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Daruber hinaus kénnen MMP auch auf Signalmolekile einwirken und deren Aktivitat direkt
oder indirekt beeinflussen. Strukturelle Matrixproteine, Kollagene und Proteoglycane,
Adhasionsmolekile, Zytokine, Oberflachenrezeptoren aber auch Proteasen und sogar MMP
selber werden von MMP als Substrat erkannt. So etwa Chemokine oder Wachstumsfaktoren,

die in der EZM gebunden vorliegen und deren Freisetzung durch MMP gesteuert wird.

Tabelle 2 Matrix Metalloproteinasen
Nomenklatur der Matrix Metalloproteinasen und ihrer enzymatischen Funktionen

Nomenklatur MMP Familie | Enzym
MMP-1 Kollagenase-1
MMP-8 Kollagenase-2
MMP-13 Kollagenase-3
MMP-2 Gelantinase A
MMP-9 Gelantinase B
MMP-3 Stromelysin-1
MMP-10 Stromelysin-2
MMP-11 Stromelysin-3
MMP-12 Metalloelastase
MMP-7 Matrilysin-1
MMP-26 Matrilysin-2
MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP

modifiziert nach Hu et al.>
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In der Pathogenese der RA spielen MMP eine bedeutende Rolle. Die Uberexpression der
MMP fiihrt zur Degradation der EZM und der artikuldren Strukturen®. Nach einer initialen
Spaltung von Proteoglykanen (z.B. durch MMP-7, 9 und 14) erfolgt ein Abbau des fibrillaren
Kollagen II durch MMP-1 und MMP-13. Diese zwei Kollagenasen werden insbesondere von
den RASF (MMP-1) aber auch von Chondrozyten und Makrophagen (MMP-13) im
rheumatischen Synovium stark exprimiert”’. Das degradierte Typ Il Kollagen dient in
Fragmentform als Substrat fir andere MMP. So zum Beispiel Gelatinasen wie MMP-9 und
MMP-2, die wiederum von Chondrozyten exprimiert werden. Zusatzlich werden
Proteoglykane aufgespalten, die von MMP-3 degradiert werden. Diese beobachtete hohe
Expression von MMP im RA Synovium wird neben exogenen Stimuli (Hypoxie, toxisches
Millieu) durch Zytokine wie TNF-a und IL-13 angeregt, die in erster Linie durch Monozyten

und Makrophagen produziert werden'®°.

6.3. Der Prozess der Apoptose

Der programmierte Zelltod wurde erstmals durch Walter Flemming 1885 morphologisch
beschrieben. Gepragt hat John Kerr den Begriff in seinen Arbeiten aus dem Jahre 1972°".
Diese Form des Zelltodes ist neben der Autophagozytose und der Nekrose eine naturliche,
korpergesteuerte Form des Zelltodes. Sie wird Uber genaue genetische Mechanismen
kontrolliert und ist von eminenter Wichtigkeit fir die Homdostase des Gewebes. Im
Gegensatz zur Autophagozytose, welche die Zellkomponenten zum lysosomalen Abbau flihrt
und der Nekrose in der die Zellen vorzeitig absterben, wirkt die Apoptose in ihren Signalen
darauf ein, dass die Zellen geregelt und ohne Entziindungsprozess abgebaut werden.

Der Prozess der Apoptose wird durch morphologische Veranderungen der Zellen begleitet.

In der Frihphase der Apoptose ist die Schrumpfung, das Reduzieren des Zellvolumens gut
auszumachen. AnschlieBend kann eine einsetzende Fragmentierung des Zellkerns
beobachtet werden, gefolgt von einer Abschnirung von membranummantelten Vesikeln
(apoptotische Korperchen). Diese werden phagozytotisch ohne das Einsetzen einer
Entziindungsreaktion durch die Zellen des angeborenen Immunsystems abgebaut®. In der
Initiation der Apoptose unterscheidet man zwei mdgliche Wege. Zum Einen den
extrinsischen zum Anderen den intrinsischen Signalweg.

Der extrinsische Apoptoseweg (Typ |) verlauft Uber die Bindung von Todesliganden an
unterschiedliche membranstandige Todesrezeptoren (death receptor, DR). Diese, zu den
TNF-Rezeptoren gehdrenden DR sind eine Rezeptorfamilie mit insgesamt sechs Mitgliedern.
Zu ihnen zahlen z.B. FAS (auch CD95 oder APO1), Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-R)

oder der tumornecrosisfactor related apoptosis inducing ligand-receptor 1 (TRAIL-R1).
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Strukturell sind diesen DR zwei bis funf cysteinreiche, extrazellulare Domanen gemein.
Funktionell dienen diese Domanen der Ubertragung von Apoptose-induzierenden Signalen
nach der Ligandenbindung an die intrazellularen Todesdoméanen (death domain, DD). Nach
FAS-Ligandenbindung an den FAS-Rezeptor formiert sich der death inducing signaling
complex (DISC-Komplex). Dieser Komplex aus Fas-Associated protein with Death Domain
(FADD), Caspase-8 und Caspase-10 aktiviert weitere Caspasen und leitet die Apoptose ein®®
(siehe Abbildung 3).

FASL

FAS

Ei
i

Abbildung 3 Apoptotische Signalwege

Schematische Darstellung der Todesrezeptor (DR)-Signalwege und des mitochondrialen Signalweges
der Apoptose. Zum Einen kann die Apoptose durch DR-Ligation (hier im Beispiel FAS-FASL) erfolgen,
zum Anderen durch Stérung der Mitochondrienintegritat nach DNA-Schadigung, UV-Strahlung oder
Einwirkung durch zytotoxischen Stress. Die DR induzierte Aktivierung von downstream Caspasen wird
unterbunden durch FLIP. Nach Induktion des DR-Signalweges kommt es zur Aktivierung der
Caspase-8 und damit auch ohne mitochondriale Schadigung zur Aktivierung der Caspase-3. Im Falle
einer BID verlaufenden Apoptose setzt ein Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials ein
und fahrt zum Freisetzen von Cytochrom C in das Zytoplasma. Dieses kann bei Prasenz von APAF1
und ATP die Caspase-9 aktivieren. Antiapoptotische Molekile wie Bcl-2 und Bcl-XL schitzen gegen
den Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials das von proapoptotischen Signalen wie
BAX und BAK induziert wird (Abbildung modifiziert nach Pope et al. 200258).

Der zweite Weg die Apoptose zu initiieren verlauft Uber intrinsische und mitochondriale

Signalwege (Typ II). Nach einem initialen Ausldser (Hitze, Strahlung, Chemikalien etc.) wird
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durch die resultierende DNA-Schadigung der Transkriptionsfaktor p53 freigesetzt. Dieser
reguliert Gene, welche ihrerseits Einfluss auf Gene in diesem Signalweg haben, die die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien verstarken. So wird z.B. die Synthese
von Bad (Bcl-2-antagonist of cell death) und Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) stimuliert. Diese
verhindern die Inaktivierung von apoptotischen Proteinen. Hierdurch kénnen Bax (Bcl-2-
associated X Protein) und Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) proapoptotische Proteine
der Bcl-2 Familie an die auflere mitochondriale Membran binden und Poren bilden. Durch
diese Membranporen wird nun Cytochrom C in das Zytosol geschleust. Durch Bindung an
Procaspase-9 und APAF-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) in einem als
Apoptosom bezeichneten death inducing signaling complex (DISC)-ahnlichen Komplex,
kommt es zur Prozessierung von Caspase-3. Weitere Caspasen werden in einer
apoptotischen Kaskade aktiviert bis sich letztendlich die Zelle in Vesikel abschnirt und

phagozytotisch abgebaut wird*®.

6.4. Posttranslationale Modifikation

Mechanismen, die in der Zelle auf bereits translatierte Proteine einwirken und deren
Eigenschaft, Stabilitdt oder Lokalisation beeinflussen bezeichnet man als posttranslationale
Modifikationen (PTM). Diese Prozesse werden von einer Vielzahl an speziellen Proteinen
katalysiert. Die katalytischen Proteine sind zum Teil konstitutiv aktiviert oder kénnen flexibel
als eine Reaktion auf Umwelteinflisse oder Stresssignale wirken. In ihrer Lokalisation
kénnen diese Modifikationen unmittelbar am Entstehungsort des neu synthetisierten

Zielproteins oder aber innerhalb bestimmter Zellorganellen ausgefliihrt werden.

Es sind folgende Arten der posttranslationalen Modifikation von Proteinen bekannt:

* Abspaltungen, wie zum Beispiel des N-terminalen Formylrestes durch die
Deformylase oder das gezielte Abspalten von Signalsequenzen (etwa bei pro-MMP)

e Das spezifische Herausschneiden von Teilsequenzen (Vorlauferproteine) oder auch
die vollige Proteininaktivierung durch Proteolyse

e Das Hinzufigen und Anhangen von funktionellen Gruppen wie z. B. Amine oder
Aldehyde, Phosphorylierungen, Hydroxylierungen, Acetylierungen, Methylierungen
und Glykosylierungen

e Hinzufigen von Bindungen, das Knupfen von Disulfidbriicken, die Veranderung der
Faltung durch Chaperone, die Bildung von Proteinkomplexen aus Untereinheiten
oder auch der Bildung von festen Strukturen Uber kovalente Quervernetzungen (etwa

Kollagen-Fibrillen)
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 Die kovalente Bindung von kleinen Signalproteinen an das Zielprotein bei
posttranslationale Proteinmodifikationen wie Ubiquitinylierung, NEDDylierung und
SUMOylierung

6.4.1. Small ubiquitin related modifier (SUMO)

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Regulierung eines dieser posttranslational
modifizierenden Prozesse, die SUMOylierung durch die Sentrin spezifischen Proteasen
(SENP). Das SUMO (Small ubiquition related modifier)-Protein katalysiert einen als
SUMOylierung bezeichneten Prozess bei dem SUMO-Proteine kovalent an einen Lysinrest
des Zielproteines gebunden werden. Dieser Prozess kann die Funktion, Lokalisation,
Stabilitat aber auch die Proteinwechselwirkung des modifizierten Zielproteins entscheidend

%960 Neben diesen Einflissen auf ihre direkten Zielproteine kénnen

beeinflussen
SUMOylierungen ebenso die Transkription anderer Proteine durch Modifikationen von
Transkriptionsfaktoren beeinflussen®'.

Bekannt sind in Sdugern vier SUMO-Proteine (SUMO-1, -2, -3 und -4). Aufgrund ihrer hohen
(98%igen) Homologie werden SUMO-2 (103 AS) und -3 (112 AS) in der Literatur zumeist
gemeinsam betrachtet. Sie sind beide ubiquitar exprimiert. Gegentiber SUMO-1 (101 AS)
betragt die Homologie lediglich 43% (Abbildung 4)°2. SUMO-4, das in der Literatur haufig als
Pseudogen angesprochen wird, konnte zwar in Nierenzellen und Immungewebe
nachgewiesen werden, seine Funktion bleibt bisher allerdings unbekannt®®®*.

Betrachtet man die Struktur der SUMO-Proteine im Detail, so erkennt man deutlich, trotz
einer geringen Homologie der Primarsequenz, eine starke Ahnlichkeit in der 3D-Struktur von
Ubiquitin und SUMO (siehe Abbildung 4b)%. Ubiquitin ist ebenfalls fiir eine posttranslationale
Modifikation verantwortlich. Im Gegensatz zur SUMOylierung ist die Wirkung des Ubiquitins
eher proapoptotisch®*®®. In einigen Fallen konkurrieren Ubiquitin und SUMO sogar um den
gleichen Lysinrest lhres Zielproteins®®®®. Funktionell dient die SUMOylierung im Gegensatz
zur Ubiquitinierung allerdings in erster Linie der Stabilisierung von Zielmolektlen und nicht
dem Markieren der Zielproteine fir den spateren Abbau. Neben dieser Funktion hat SUMO
auch weiteren Einfluss auf seine Zielproteine beispielsweise auf deren Lokalisation oder

Substratspezifitat’® 2.
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Abbildung 4 Struktur der SUMO-Proteine und Ubiquitin

A) Vergleich der Sequenz der SUMO-Proteine 1 bis 4. Ubereinstimmende Sequenzbereiche von
SUMO Proteinen wurden farblich hervorgehoben. SUMO-1 weist nur eine 43%ige Homologie zu
SUMO-2/-3 auf. Untereinander unterschieden sich die SUMO-2/3 Proteine kaum (98% Homologie).

B) Strukturen von SUMO-1 und Ubiquitin im Vergleich. Deutlich zu erkennen ist die strukturelle
Verwandtschaft der Proteine, beide weisen vier [B-Faltblattstrukturen sowie strukturell ahnlich
angeordnete a-Helices auf (Abbildung nach Gill et al. 200473).

6.4.2. Vergleich von Ubiquitinierung und SUMOylierung

Das ubiquitar exprimierte Ubiquitin ist eines der zentralen posttranslational modifizierenden
Moleklle in der Zelle. Dieses Protein ist gut untersucht und seine essentielle Rolle bei der
Proteindegradation weitreichend verstanden. Die Bindung dieses Modifikationsmolekiils an
Zielproteine erfolgt Uber eine Proteinbindung, der sogenannten Ubiquitinierung und
beeinflusst die Eigenschaften der Zielproteine reversibel. Diese Modifikation kann sich auf
Lokalisation, Stabilitat aber auch auf die Funktion der Proteine auswirken®. Zielproteine fir
eine Ubiquitinierung findet man vornehmlich im Zytoplasma, der Membran, im Zellkern oder
dem Endoplasmatischen Reticulum. Die zellularen Prozesse an denen die Proteine, die
modifiziert werden beteiligt sind, haben sehr unterschiedliche Funktionen in der Zelle. Diese
Funktionen reichen von der Regulation der Chromatinstruktur Gber DNA-
Replikation/Reparatur®®, Steuerung der subzelluldren Lokalisation bis hin zu epigenetischen
Prozessen der Histondeactylasen. Je nach Anzahl der gebundenen Ubiquitin-Molekile
unterscheidet man zwischen einer Mono-, Oligo-, Multi- und Poly-Ubiquitinierung. Zur

Ubiquitin-Proteinfamilie gehoéren weiterhin NEDD8 und die SUMO-Proteine auf deren
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Modifikationskreislauf  hier naher eingegangen werden soll. Wie auch im
Ubiquitinierungskreislauf, findet die Modifikation mit SUMO Uber eine Isopeptidbindung
zwischen dem C-Terminus von SUMO und einer e-Aminogruppe des Akzeptorlysins im
Zielprotein statt. Auch in den einzelnen Schritten des Prozesses weist die SUMOylierung
deutliche Ahnlichkeit zur Ubiquitinierung auf’®. Abbildung 5 zeigt schematisch die einzelnen
Schritte der SUMOylierung.

A} Maturierung B) Aktivierung C) Konjugation D) Dekonjugation

ca
@ g Qs ()

GXXXX G G G G .

L

Abbildung 5 Schematische Ubersicht der SUMOylierungsprozesse

Der SUMOylierungsprozess teilt sich in drei unterschiedliche Schritte auf. A) Die Maturierung
katalysiert durch SENP Proteasen setzt ein N-terminales Doppelgylcinmotif frei B) Die Aktivierung
durch einen Heterodimer aus Uba2 und Aos1 (auch als SAE1 und SAE2 bezeichnet) kann durch ATP
Verbrauch das SUMO-Protein aktivieren. C) Die Konjugation tber Ubc9 und eine der SUMO E3
Ligasen bindet SUMO an sein Zielprotein. D) Die SUMO-Dekonjugation erfolgt ebenfalls tber SENP
Proteasen und kann die SUMO-Bindung an das Zielprotein wieder I6sen (Abbildung modifiziert nach
Meulmester 200874).

Die SUMOylierung beginnt mit einem immaturierten SUMO Vorlaufer. Dieser ist inaktiv und
wird erst nach einer C-terminalen Prozessierung durch ein Mitglied der SUMO/Sentrin-
spezifischen Proteasen (SENP) aktiviert’””. Die so aktivierte Form tragt ein C-terminal

freigelegtes Doppelglycin-Motiv.

Die Konjugation von SUMO an ein Zielprotein wird durch einen ATP-abhangigen Schritt
eingeleitet. Ein SUMO aktivierendes Enzym E1 (AOS1/UBA2) bindet hierzu das SUMO
Molekil”®"®. Das E1 Enzym geht {iber die C-terminale Carboxygruppe des SUMO-Proteins
eine intermediare Thioesterbindung mit dem Cystein im aktiven Zentrum des E1-Enzyms ein.
Daraufhin bildet das konjugierende Enzym E2 (Ubc9) einen Thioester mit SUMO aus, auch
hier (iber ein Cystein im aktiven Zentrum des E2-Enzyms’®’®®. Das E1 wird durch Bindung
des E2-Enzyms vom SUMO-Protein verdréngt. Im finalen Schritt kommt es zur Ubertragung
von SUMO auf das Zielprotein®'. Fiir diesen Schritt konnte gezeigt werden, dass dieser auch
in Abwesenheit der E3-Enzyme ablaufen kann so z.B. die Bindung von SUMO-1 an
RANGAP. Zu ihnen zahlen unter anderem Protein Inhibitors of Activated STAT family (PIAS)
Proteine®. Die so entstandene Bindung zwischen SUMO und dem Zielprotein ist reversibel.
Durch SUMO spezifische Porteasen der SENP-Familie kann SUMO wieder von seinen

Zielproteinen dekonjugiert werden (Auftrennung einer Amidbindung von einem konjugierten
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Lysin). Hierdurch kann das SUMO-System &uRerst flexibel auf &ullere Faktoren
(Hypoxie/Hitzeshock) reagieren®®. Die geringe basale SUMOylierung in den Zellen kann
kurzfristig stark erhéht werden und nach dem initiierenden Stressfaktor unmittelbar wieder
auf den Ausgangswert zuriickgesetzt werden. Uber die reine mono-SUMOylierung hinaus
kénnen sich die SUMO-2/3 Proteine ahnlich wie Ubiquitin untereinander komplex vernetzen
und poly-SUMO-2/3 Ketten ausbilden®. Dieser Editierungsschritt unterscheidet sich
chemisch nicht von der Bindung SUMOs an ein Zielprotein, ist aber bisher nur unzureichend
verstanden. In der Hefe Sacharomyces pombe ist die poly-SUMOylierung essentiell fur die

Replikation®’.

Diese massiven Anderungen in der SUMOylierung kénnen eine Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren, die Histonmodifikation und hierdurch die Genaktivitat beeinflussen.

Dies hat umfassende Auswirkungen auf die betroffenen Zielproteine und Zellen.

6.4.3. Das SUMO-Motiv

SUMOylierungen kénnen uber kovalente und nicht kovalente Bindungen des SUMO-Proteins
an das Zielmolekul erfolgen. Um eine Isopeptidbindung mit einem Zielprotein bilden zu
kénnen wird ein Lysin (K) bendtigt, welches sich in der Regel eingebettet in einem SUMO-
Motiv befindet und als spezifische SUMOylierungsstelle dient. Das charakteristische
Konsensusmotiv fur eine SUMOylierung in den Zielproteinen Iasst sich durch die Abfolge von
vier Aminosauren WKxE erfassen, W bezeichnet eine beliebige alipatisch verzweigte

Aminosaure, x jede beliebige Aminosaure’®®

. Neuere Forschung zeigt, dass es neben
diesen Motiven zwei weitere SUMO-Motive gibt. Eines dieser Motive ist ein
phosporylierungsabhéngiges SUMO-Motiv, welches im Hitzeschockfaktor-1 zu finden ist®*®°.
Im Kern besteht dieses zwar aus der charakteritischen Motivsequenz, wird allerdings von
einem phosporylierten Serin und einem Prolinrest (WKxExxpSP) erweitert. In der Literatur
werden weitere Motive beschrieben, so beschreiben Yang et al. ein SUMO-Motiv , welches
negative Aminosaurereste C-terminal vom Lysin tradgt und als NDSM (negatively-charged
amino-acid-dependent sumoylation motif) bezeichnet wird®. Weiterhin sind die sogenannten
SIM/SBM-Motive zu nennen (SUMOinteraction/SUMO Binding-Motifs)*. Kennzeichnend ist
in diesen Motiven eine hydrophobe Kernsequenz N- oder C-terminal flankiert von sauren
und/oder Serinresten’®. Es gibt Hinweise auf die Bindungen von E3-dhnlichen Faktoren an

das SUMO-Motiv in Zielproteinen die zu einer effizienteren SUMOylierung fiihren’®?".
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6.4.4. Sentrin spezifische Proteasen (SENP)

Sowohl die Maturierung als auch die Dekonjugation der SUMO-Proteine wird von
spezifischen Proteasen katalysiert, den Sentrin spezifischen Proteasen (SENPs). Die Familie
der SENPs besteht aus 8 Proteasen (sieche Tabelle 3) denen allen eine C-terminale
katalytische Domane zu eigen ist (siehe Abbildung 6)%. Obwohl sie sich in ihrer Sequenz
erheblich (20-60%) unterscheiden, weist diese etwa 220 AS lange Domane stets eine

charakteristische Triade (His-Asp-Cys) der Cysteinyl-Proteasen auf.

AS
SENP1 | BB 643
SENP2 | B— Bl 53
SENP3 | H—E 74
SENP5 | HE—E 55
SENPS6 | I N N . 1112
SENP7 | I 034
SENP8 EE-— Al o

Katalytische Domane

Abbildung 6 Schematische Darstellung der Sentrin spezifischen Proteasen

Die konservierte katalytische Domane ist in schwarz dargestellt. In weil’ sind die nicht konservierten
N-terminalen Regionen unbekannter Funktion dargestellt. AS: Lange des Proteins in Aminosauren.

Da SENP4 ein Pseudogen ist, wird es hier nicht aufgefihrt (modifiziert nach Drag 200893).

Die zwei wesentlichen Funktionen der SENPs, die Maturierung des SUMO-Vorlaufers und
die Dekonjugation der Isopeptidbindung zwischen SUMO und Zielprotein, kénnen von den
verschiedenen SENPs mit unterschiedlicher Praferenz durchgefihrt werden. So zeigt
SENP2 eine deutliche Praferenz fir die Prozessierung von SUMO gegenlber der
Dekonjugation von SUMO. Im Fall der Dekonjugation unterscheidet die Protease allerdings
nicht zwischen den unterschiedlichen SUMO-Proteinen®. Demgegeniiber sind SENP6 und 7
nur in geringem Mal} zur Prozessierung bzw. zur Dekonjugation von SUMO fahig. In beiden
Prozessen zeigen sie allerdings eine klare Bevorzugung von SUMO-2/3%. In den jiingeren
Publikationen werden diese beiden Proteasen aufgrund ihrer Insertion in der katalytischen
Domane als eine Unterfamilie der SENPs zusammengefasst, die flr eine weitere wichtige

Funktion, die SUMO-Ketteneditierung zustandig sind®.

Auch die Lokalisation der unterschiedlichen SENPs in der Zelle weist Unterschiede auf. So
findet man sie haufig nuklear®’, aber auch in der Peripherie des Nukleus und an den

Zellkernporen (Tabelle 3). Neue Publikationen wiesen auf flexiblere Lokalisationsmuster fir
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SENPs hin®"®®, Die zellulare Lokalisation der SENP-Proteine ist durch die N-terminalen
Sequenzen bestimmt. Diese Sequenzen, (so postuliert) sollen auch die Aktivitat der SENPs
regulieren®. Die Gruppe der Proteasen spielt an den Schliisselpunkten der SUMOylierung
(Maturierung und Dekonjugation) als Hydrolase oder Dekonjugase eine essentielle
Rolle®*'®. Eine dieser SENP Proteasen SENP8 (auch DEN1 oder NEDP1), ist spezifisch fiir
ein anderes Ubiquitin like protein, NEDD8'"".

Tabelle 3 Sentrin spezifische Proteasen, Lokalisation und Prozesse

Bezeichnung Lokalisation Prozessierung  Dekonjugation Ketteneditierung
Saccharomyce
S cerevisae
Nukleare .
Ulp1 _ _ Ja Ja Nein
Peripherie
Ulp2 Nukleoplasma  Nein Ja Ja

Homo sapiens

Punktuell im SUMO-1>

SENP1 Nukleus SUMO-2> SUMO-1/2/3 -
Zellkernporen SUMO-3 *
SUMO-1>
SENP2 Zellkernporen SUMO-2> SUMO-1/2/3 -
SUMO-3
SENP3 Nukleolus Unbekannt SUMO-2/-3 -
SENP5 Nukleolus SUMO-3 SUMO-2/-3 -
SENP6 Nukleoplasma - (schwach) SUMO-1 SUMO-2/3
SENP7 Nukleoplasma - (schwach) - (schwach) SUMO-2/3
SENP8 Nukleoplasma - - -
* SUMO-1>SUMO-2>SUMO-3: Prozessierung von SUMO-1 ist starker als die SUMO-2 Prozessierung

und diese wiederum starker als die SUMO-3 Prozessierung (Modifiziert nach Kim et al. 2007102).

SENP5 ist eine Protease mit einer klaren Praferenz flr die Hydrolaseaktivitat und die
Dekonjugaseaktivitat der SUMO-2/3 Proteine. Diese Protease spielt in erster Linie eine
entscheidende Rolle bei der Zellteilung, der Proliferation’ wie auch bei der
Differenzierung'®. Insbesondere die Translokation von SENP5 aus dem Nukleus in die
Mitochondrien wahrend des Ubergangs der G2 zur M-Phase der Mitose, welche durch
Zunino et al. beobachtet wurde, unterstreicht die flexible Lokalisation von SENP5 und
dessen Rolle bei der ZeIIteiIung%. SENP7 bildet mit SENP6 eine Unterfamilie, die durch eine

Insertion in der katalytischen Domane gekennzeichnet ist. In ihrer Arbeit konnten Lima et al.
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identifizieren, dass diese Insertion essentiell fiir die Ketteneditierung von SUMO-2/3 ist™.
Biochemische und strukturelle Analysen zeigten, dass innerhalb der Insertion 3 /loops
vorhanden sind, von denen lediglich loop 1 essentiell fir die Funktion der Protease ist'%.
Mutationen in diesem loop-Motiv bestatigten, dass SENP6 und 7 Uber diese Sequenz die
Spezifitat fir die SUMO-2/3-Ketteneditierung vermittelt wird'®. Durch verschiedene
Mutationen im Joop?1 wie das Ersetzen von vier Prolinen durch vier Glyzine, die
Komplettdeletion des loop7 und eine Punktmutation des Lysin 691 zu Glutamin zeigte sich
eine Reduktion der katalytischen Aktivitidt der SENPs. Die Mutation im /oop1 bewirkte einen
Wechsel der Substratspezifitdt von SENP7 2zu einer reinen Maturierung- und
Dekonjugationsprotease fiir SUMO-2/3 wie SENP5"%.

6.4.5. SUMOylierungprozesse in Krankheitsprozessen

Die noch sehr junge Forschung an SUMO und seinen Proteasen den SENPs besteht bis
zum jetzigen Zeitpunkt primar aus Untersuchungen mit sehr stark biochemisch gepragten
Fragestellungen, sowie der Charakterisierung von am SUMOylierungsprozess beteiligten

Enzymen und der Indentifizierung von SUMO-Zielproteinen.

Doch allein aus der zentralen Rolle der Proteinmodifkation durch SUMO lasst sich
annehmen, dall verschiedene Krankheitsbilder von einem Ungleichgewicht der
SUMOylierungsmuster betroffen sein kdnnten. Bekannt ist eine Rolle an unterschiedlichen
Krebserkrankungen. Im Besonderen wird hier die Regulierung von Tumornekrose- oder
Supressorgenen untersucht. So zum Beispiel PTEN, Daxx oder PML, p53'%. Die Rolle bei
der Zellteilung und Apoptose unterstreichen die Bedeutung von korrekten
SUMOylierungsmustern'®'%. Aber auch andere Erkrankungen riicken in den Fokus der
Forschung. So konnten Meineke et al. zeigen, dass SUMO-1 einen deutlichen Einfluss auf
FAS induzierte Apoptose hat'. Durch eine Uberexpression von SENP1 konnte die
Empfindlichkeit der deutlich resistenteren RASF auf eine FAS-Ligand Stimulierung wieder
normalisiert werden. Jlingere Publikationen identifizieren SUMO-4-Mutationen als einen
Faktor bei der Vorbelastung fiir Rheumatoide Arthritis''®. Neben Tumorzellen sind Einfliisse
der SUMOylierung bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Parkinsonerkrankung"’,
Huntingtonsche Erkrankung''? oder der Alzheimererkrankung bekannt'*'"®. SUMO-4 ist als

der Susceptibilitatsfaktor fir Typ 1 Diabetis in der Diskussion'"®

. Verbindungen der
SENPs zu Krankheitsbildern sind bisher in erster Linie in verschiedenen Krebsarten gezeigt
worden'1%121 g5 zeigte sich, dass in Prostata Adenokarzinomzellen (LNCaP) SENP1 auf
typische Proteine onkogener Signalwege einwirkt, wie zum Beispiel den Androgenrezeptor

(AR), c-Jun und Cyclin-D1'?>. Die Expression von SENP1 ist in der colorektalen
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Adenokarzinom Zellinie DLD-1 erhdht und wirkt auf das Wachstum der Zellen ein'?.
Hieriber hinaus finden sich keine klaren Bezuge zu anderen Krankheitsbildern wie fir
SUMO. Der Einfluss der SENP-Proteasen auf Faktoren in diverseren Signalwegen wie zum

, p53'%91251% gper auch an der Hypoxie®*®? |asst eine mégliche Beteiligung an

Beispiel wnt'?*
der Pathogenese verschiedenster Krankheiten vermuten. Zieht man die publizierten Daten in
Betracht, so sind die SENPs an der Proliferation, der Apoptose und der Hypoxie
beteiligt’ *®'%*'° Diese Beteiligung macht diese Proteasen interessant, zeigen doch RASF
krankhafte Veranderungen in diesen Prozessen. Die verminderte Empfindlichkeit fur von
RASF fir die Apoptose, was insbesonders die FAS induzierte Apopotose fir die
Pannusbildung verantwortlich zu sein scheint®®?”*%*®_|nnerhalb des massiv angewachsenen
Pannusgewebes herrscht eine erhdhte Hypoxie®. Die bisherigen knock-out Mause zu den
SENP-Proteinen zeigen alle einen lethalen Phanotyp im friihen Blastozystenstadium oder im
Embryonalstadium und lieferten daher keine Erkenntnisse zu den funktionellen Aufgaben der
SENPs.
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7. Ergebnisse

7.1. Die SUMO-2/3 Expression in Synovialfibroblasten in der
Rheumatoiden Arthritis

Aufbauend auf den Arbeiten von Meineke et al.'®” und Baier et al.'®®, die eine verstarkte
Expression von SUMO-1 in RASF zeigen konnten, wurde im ersten Schritt die Expression
von SUMO-2/3 in humanem Synovialgewebe untersucht. Hierzu wurde das in Paraffin
eingebettete Synovialgewebe von verschiedenen RA- und OA-Patienten immunhistologisch
gefarbt (siehe 10.3.1) und anschlieBend lichtmikroskopisch untersucht. Der verwendete
polyklonale Antikdrper a-SUMO-2/3 von Chemikon (Ab3876) detektiert aufgrund der hohen
Homologie von SUMO-2 und SUMO-3 stets beide Proteine. Zusatzlich zu freiem SUMO-2/3

weist dieser Antikdrper gebundenes SUMO-2/3 an den Zielproteinen nach.

Abbildung 7 zeigt in den ersten drei Bildern reprasentative Farbungen dieser
Gewebeschnitte. Im OA-Synovialgewebe konnte eine spezifische Farbung von SUMO-2/3
nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu war die spezifische Farbung von SUMO-2/3 in RA-
Synovialgewebe deutlich erhéht. Besonders im  synovial lining layer der RA-
Synovialgeweben zeigte sich eine starke Farbung und somit eine starke Expression von
SUMO-2/3. Diese Bereiche der Synovialmembran sind unter Anderem fiir die Adhasion an

den Knorpel und Knochen verantwortlich.

Die Quantifizierung der spezifischen histologischen SUMO-2/3 Farbungen erfolgte durch
Auszahlung der synovialen Zellen anhand der Farbeintensitdten. Der Grad der
Farbeintensitat wurde unterteilt in negativ (keine Farbung), positiv (eine spezifische Farbung)
und stark positiv (starke spezifische Farbung). Die prozentuale Verteilung der
Farbeintensitdten in den RA- und OA-Synovialgeweben ist ebenfalls in Abbildung 7
abgebildet. Der prozentuale Anteil der gesamt positiven, ausgezahlen Zellen unterschied
sich deutlich zwischen RA- (94,33% + 3.314%) und OA-Synovialgewebe (74,49% * 19.22%).
Eine statistische Untersuchung zeigte allerdings keine Signifikanz (unpaired t-test,
p=0,3664).
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Abbildung 7 Expression von SUMO-2/3 in Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten
Paraffinschnitte von Synovialgeweben von RA- (RA) und OA-Patienten (OA) wurden mit einem
SUMO-2/3 spezifischen Antikérper (rot, Verdinnung 1:300) immunhistologisch gefarbt. Als
Kernfarbung wurde eine Farbung mit Methylgriin (griin) durchgefuhrt. Um unspezifische Bindungen
des sekundaren AK auszuschliellen wurde das Synovialgewebe eines RA-Patienten mit einem IgG
AK (IgG) gefarbt (Anti-biotylated rabbit IgG, Vector BA-2001). Die Bilder der spezifischen Farbungen
wurden lichtmikroskopisch aufgenommen (Olympus BX51, VergroRerung 40 fach, n=3,
Mafstabsbalken 20 um).

In den Farbungen von Synovialgewebe wurden die SF nach Intensitat der AK-Farbung ausgezahlt.
Hierbei wurde zur Unterscheidung ein Scoring mit drei Kategorien (negativ =keine Farbung,
schwach positiv= schwache Farbung, stark positiv= starke Farbung) verwendet. Die prozentualen
Anteile der Zellen innerhalb dieser drei Kategorien wurden ermittelt und miteinander verglichen
(n=3).

In der synovial lining layer der Synovialmembran von RA-Patienten sind vermehrt aktivierte
Synovialfibroblasten (RASF) zu finden. Um Aufschluss darliber zu erhalten, ob sich die
verstarkte Expression von SUMO-2/3 Proteinen in den RA-Synovialgeweben auf die erhdhte
Expression von SUMO-2/3 in RASF zurickfihren lasst, wurden mittels Western-Blot Analyse
Gesamtproteinextrakte aus kultivierten primaren RASF und OASF in vitro auf die Expression

von SUMO-2/3 untersucht. Auch in diesem Versuch wurde der polyklonale Antikérper von
Chemikon (Ab3876) verwendet.

In Analogie zu den Gewebeuntersuchungen war in den RASF eine starkere SUMOylierung

der Zielproteine durch SUMO-2/3 zu detektieren als in den OASF (Abbildung 8). Darlber
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hinaus zeigte sich in den RASF eine verstarkte SUMOylierung der Zielproteine im hoheren
molekularen Bereich (bei 70 bis 120kDa). Die Proteine der OASF waren nur schwach durch
SUMO-2/3 in diesem Bereich SUMOyliert. Somit konnte mit diesen Versuchen erstmals
gezeigt werden, dass die SUMOylierung der Zielproteine durch SUMO-2/3 in den RASF

erhoht ist.

Abbildung 8 SUMOylierung in RASF und OASF
Mittels eines a-SUMO-2/3 Antikorpers (1:500, 3%
RASF OASF BSA TBS) wurde die SUMOylierung durch SUMO-2/3
auf Proteinebene in RASF und OASF untersucht (30
pug Protein, 10% SDS-Gel, Nitrozellulosemembran,
a-SUMO-2/3  n=4). Gesamtproteinextrakte aus  kultivierten
Synovialfibroblasten von jeweils drei verschiedenen
RA- und OA-Patienten wurden im Western Blot

- - R-Aktin analysiert.
Als Ladekontrolle wurde B-Aktin (1:1000, 3% BSA

7.2. Der Einfluss von SENP5 auf die stabile Aktivierung von
Synovialfibroblasten in der Rheumatoiden Arthritis

7.2.1. Die SENP5 Expression ist im RA-Synovialgewebe leicht erh6ht

Die SUMOylierungen von Zielproteinen mit SUMO-2/3 wird unter Anderem durch SUMO-2/3
spezifische Proteasen der SENP-Familie reguliert. Diese Proteasen katalysieren den
Prozess der SUMO Maturierung und die Dekonjugation von SUMO-2/3 von ihren
Zielproteinen (siehe 6.4.4). Aus der Literatur ist bekannt, dass die Proteasen SENP5 und
SENPY7 eine starke Praferenz fur SUMO-2/3 aufweisen. Daher fokussierte sich das Interesse
dieser Arbeit auf die unbekannte Rolle von SENP5 und SENP7 in der RA.

Analog zu den Untersuchungen von SUMO-2/3 wurde die Expression von SENP5 in RA- und
OA-Synovialgewebe analysiert. Die entsprechenden Paraffinschnitte wurden mit einem a-
SENP5 spezifischen Antikérper (Abcam Ab58420) gefarbt und im Anschluss

lichtmikroskopisch untersucht.

Abbildung 9 sind exemplarisch die spezifischen Farbung von SENP5 in Synovialgeweben
von RA- und OA-Patienten dargestellt. In den Paraffinschnitten der RA-Synovialgewebe
konnte eine deutlich erhéhte Expression von SENP5 sowohl im synovial lining layer wie auch
im sublining der Synovialmembran detektiert werden. Im Vergleich zeigten die Farbungen
der Parafinschnitte der OA-Patienten nur eine schwache SENP5 Expression.

Die Quantifizierung der Farbungen erfolgte wie fur die SUMO-2/3 Histologien (siehe
Abschnitt 7.1). Die prozentuale Verteilung der Farbeintensitaten ist in der Grafik in Abbildung

9 dargestellt. Der prozentuale Unterschied der gesamt positiven Zellen zwischen RA-
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(76,77% £ 2,259%) und OA-Synovialgewebe (62,43% * 8,586%) war nicht statistisch
signifikant (unpaired t-test, p= 0,1818).

150+
(mm lilele]
I B RA
&S 1001 = oA
o <
o Q0
>0
AN
5 50+
©
X
0-
X X X X
Qs’{'b@ Q@‘Q @*o Qs}‘\"bio
& S & S
& & S
N & &
&
lgG

Abbildung 9 Expression von SENP5 in Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten
Paraffinschnitte von Synovialgeweben von RA-Patienten (RA) und OA-Patienten (OA) wurden mit
dem biotinylierten SENP5 spezifischen Antikérper histologisch gefarbt (rot, Verdinnung 1:300). Als
Kernfarbung wurde eine Gegenfarbung mit Methylgrin (griin) durchgefihrt. (IgG) IgG-Kontrolle in
RA-Gewebe. Die Bilder der spezifischen Farbungen wurden lichtmikroskopisch aufgenommen
(Olympus BX51, 40fache VergroRerung n=3, Mal3stabsbalken 20 pm).

In reprasentativen Farbungen von Synovialgewebe wurden die SF nach Intensitat der AK Farbung
ausgezahlt. Hierbei wurde unterschieden zwischen negativ =keine Farbung, schwach positiv=
schwache Farbung, stark positiv= starke Farbung. Die prozentualen Anteile der Zellen innerhalb
dieser drei Kategorien wurden ermittelt und miteinander verglichen (n=3).

Da in den vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass SUMO-2/3
verstarkt in RASF exprimiert wird, wurde in Analogie die Expression von SENP5 in primaren
RASF und OASF untersucht. Die Expression von SENP5 in kultivierten, primaren
Synovialfibroblasten von RA- und OA-Patienten wurde auf mRNA-Ebene mittels semi-
quantitativer PCR untersucht. Abbildung 10A zeigt exemplarisch das Ergebnis eines
durchgefihrten PCR-Versuches. Die Expression von SENP5 konnte auf mRNA-Ebene in
RASF und OASF nachgewiesen werden.
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Die Starke der nachgewiesenen SENPS Expression wies in RASF keinen deutlichen
Unterschied zur Expression von SENP5 in den OASF auf. Dies wurde auch durch die
Quantifizierung der PCR-Banden bestatigt (siehe Abbildung 10 B, unpaired t-test, p=0,8279).
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Abbildung 10 Expression von SENP5 in RASF und OASF

A Mittels einer semi-quantitativen PCR wurde die Expression der mRNA von SENP5 in RASF und
OASF aus verschiedenen Patienten analysiert. Als Ladekontrolle wurde die mRNA von GAPDH
amplifiziert (2%iges TAE-Agarosegel, n=3).

B Unter Verwendung der Sofware Imaged (NIH, US) wurde die Intensitat der SENP5 PCR-Banden
ermittelt und diese gegen die Intensitat der entsprechenden GAPDH PCR-Bande abgeglichen. Die
erhaltenen Werte der PCR-Banden der RASF wurden gemittelt und mit dem Mittelwert der
entsprechenden PCR-Banden der OASF verglichen (unpaired t-test p= 0,8279).
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7.2.2. Die Lokalisation von SENP5 in RASF ist nuklear

Um die Lokalisation von SENP5 in RA- und OASF zu untersuchen, wurden kultivierte,
primare Synovialfibroblasten von RA- und OA-Patienten gemaR 10.3.2 nach der Aussaat auf
Deckglasern fixiert und mit dem spezifischen a-SENP5 Antikérper (Abcam AB58420)
gefarbt. Als Gegenfarbung wurde eine Propidiumiodidfarbung durchgefiihrt, mit der der

Nukleus der Zellen visualisiert wurde.

Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung mit dem a-SENP5 spezifischen Antikorper zeigte in
den primaren Synovialfibroblasten der RA- und OA-Patienten eine deutliche Lokalisation von
SENP5 im Nukleus (Abbildung 11). Die Uberlagerung mit dem Propidiumiodidsignal des
Nukleus lokalisierte das SENP5 Signal im Nukleus. Die Lokalisation von SENP5 wies

zwischen den Synovialfibroblasten von RA- und OA-Patienten keinen Unterschied auf.

Nukleus Uberlagerung

E

Abbildung 11 Lokalisation von SENP5 in RA- und OASF

Obere Reihe: SENP5 Lokalisation in RASF. Untere Reihe: SENP5 Lokalisation in OASF.

(A/D) SENP5 spezifische Farbung mittels eines a-SENP5 Antikérpers (griine Fluoreszenz, 1:300,
sekundarer AK rabbit, FITC gekoppelt, 1:1000)

(B/E) Nukleusfarbung mit Propidiumiodid (rote Fluoreszenz, 1:1000)

(CIF) Uberlagerung der beiden Farbungen. Die Synovialfibrolasten wurden am Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen (Olympus BX51, 100fache Vergrof3erung, n=3).
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7.2.3. Die Expression von SENPS5 ist im synovialen Gewebe der
hTNFtg Maus stark erhoht

Analog zu den Untersuchungen in humanem Synovialgewebe und Synovialfibroblasten,
wurden die Versuche in Synovialgewebe und -fibroblasten der hTNFtg bzw wt Maus
durchgefihrt. Fur eine spezifische Farbung des Synovialgewebes wurden die Hinterpfoten
10 Wochen alter hnTNFtg und wt Mause prapariert (zum Protokoll siehe 10.1.1). Mittels des a-
SENP5 Antikorpers (Abcam AB58420) wurden die Metatarsusschnitte gefarbt. Als

Gegenfarbung wurden die Zellkerne mit Methylgrin geféarbt.

Die immunhistologische Farbung der Schnitte der murinen Metatarsi zeigte eine spezifische
SENPS-Farbung der Synovialmembran der hTNFtg Maus (Abbildung 12). Morphologisch
wies das untersuchte Gewebe der hTNFtg Maus eine starke Destruktion der Knochen- und
Knorpelstrukturen auf (Pfeil). Die Ausbildung des Pannus ist deutlich zu erkennen (Stern).
Demgegenlber zeigte die Farbung der Schnitte der Metatarsi der wt Maus nur eine
schwache SENPS-spezifische Farbung.

Die Quantifizierung der SENPS-spezifischen Farbungen der wt und hTNFtg
Metatarsalschnitten bestéatigte einen signifiknten Unterschied im prozentualen Anteil der
gesamt positiven Zellen in hTNFtg Schnitten im Vergleich zu den gesamten positiven Zellen
der wt Praparate (unpaired t-test, p=0,03259). Insgesamt sind signifikant mehr synoviale
Zellen im hTNFtg Metatarsalschnitt stark positiv gefarbt verglichen mit den synovialen Zellen

der wt Praparate (unpaired t-test, p= 0,0092).
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Abbildung 12 Expression von SENP5 in Metatarsalschnitten der wt und hTNFtg Mause
Immunhistologische Farbung von Schnitten des MittelfuRes einer 10 Wochen alten C57/BL6-wt Maus
(wt) und einer gleichaltrigen hTNFtg Maus (hTNFtg) mit einem a-SENPS5 spezifischen Antikorper (rot).
(IgG) 1gG Kontrolle eines wt Schnittes (anti-biotylated 1gG, Vector BA-2001). Zur Kernfarbung wurde
Methylgriin verwendet (grtin). Stern: Pannusgewebe, Pfeil: Destruktion der artikuldren Strukturen
(Olympus BX51, 40 fache Vergrofierung, n=5, MalRstabsbalken 20 pym).

In den Farbungen von Matatarsalschniten wurden die gefarbten Zellen nach Intensitat der AK-Farbung
ausgezahlt. Hierbei wurde zur Unterscheidung ein Scoring mit drei Kategorien (negativ =keine
Farbung, schwach positiv= schwache Farbung, stark positiv= starke Farbung) verwendet. Die
prozentualen Anteile der Zellen innerhalb dieser drei Kategorien wurden ermittelt und miteinander
verglichen.

7.2.4. Die Uberexpression von SENP5 steigert die
Proliferationsrate muriner Synovialfibroblasten

Aufbauend auf den Verdffentlichungen zur Steigerung der Proliferation durch SENP5 war es
von erheblichem Interesse, den Einfluss der Sentrin spezifischen Protease 5 auf die
Proliferationsraten von SF zu untersuchen'?. Die SF wurden mit einem Expressionsvektor
fir SENP5 (SENP5GFP) oder einem Leervektor (pEGFP-C1) transfiziert. AnschlieRend

wurde der BRDU ASSAY (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet.

Die Ergebnisse, in Abbildung 13 dargestellt, zeigten dass eine Uberexpression von SENP5

in wt SF die Proliferationsrate schwach steigerte (unpaired t-test, p= 0,4229, dargestellt
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durch die x-fache Steigerung der Absorption zum Leervektor). Als Kontrolle diente eine
Transfektion mit dem Leervektor pEGFP-C1. Die Hemmung von SENP5 mittels einer SENP5
spezifischen siRNA verringerte die Proliferation der wt SF leicht (unpaired, t-test p= 0,8260).
Die Uberexpression von SENP5 in hTNFtg SF filhrte zu einer starken Erhéhung der
Proliferationsrate dieser SF. Die Proliferationsrate stieg um das 1,7 fache (unpaired t-test, p=
0,2623). Der knockdown von SENP5 in den hTNFtg SF durch die spezifische SENP5 siRNA

reduzierte die Proliferationsrate deutlich zum Leervektor (unpaired t-test, p= 0,0584).
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Abbildung 13 Proliferationsraten von murinen, primadren Synovialfibroblasten nach
Uberexpression oder Hemmung von SENP5

Messung des BRDU Einbaus in hTNFtg und wt SF nach einer Transfektion mit einem SENP5
Expressionsvektor (SENP5GFP) bzw. einem Leervektor (pEGFP-C1). Die Proliferationsrate wurde
durch die Messung der OD bei 450/550nm bestimmt. Die Proliferation des Leervektors wurde auf 1
normalisiert (n=3).

7.2.5.Einfluss der Uberexpression von SENP5 auf die FAS-Ligand
induzierte Apoptose von Synovialfibroblasten.

Meineke et al. konnten zeigen, dass die erhdhte SUMO-1 Expression eine verringerte
Empfindlichkeit der RASF fir FAS-Ligand induzierte Apoptose bewirkt. Diese verringerte
Empfindlichkeit konnte durch die Uberexpression von SENP1 normalisiert werden. Daher
wurde in dieser Arbeit der Einfluss von SENP5 auf die Empfindlichkeit von humanen und
murinen SF flr FAS-Ligand induzierte Apoptose untersucht. Dazu wurde der Promega
Homogeneous Caspase3/7 Assay (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet
(siehe 10.4.7).
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Die Uberexpression von SENP5 durch den SENP5GFP Expressionsvektor in RASF
verringerte im Vergleich zu mit dem Leervektor transfizierten RASF sowohl die uninduziert
als auch die FAS-Ligand induzierte Apoptose (Abbildung 14). Signifikanz konnte fir diesen
Unterschied jedoch nicht ermittelt werden (unpaired t-test, p=0,5450). Die Uberexpression
von SENP5 in OASF hatte keinen Effekt auf die Caspase 3/7 Aktivitat dieser SF. Auch die
Inkubation der Zellen mit dem FAS-Liganden fuhrte zu keiner Steigerung der Caspase3/7
Aktivitat (unpaired t-test, p= 0,7306).
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Abbildung 14: Einfluss der Uberexpression von SENP5 auf die Caspase-3/7 Aktivitiat in RASF
und OASF

Messungen der Caspase-3/7 Aktivitat von RA- und OASF nach einer Transfektion mit einem SENP5
Expressionsvektor (SENP5GFP) ohne FAS-Ligand Inkubation (-FASL) sowie mit einer FAS- Ligand
Inkubation (+FASL, 13h, 100ng/ul). Die erhaltenen Messwerte wurden gegen die Caspase-3/7
Aktivitat von mit einem Leervektor (bEGFP-C1) transfizierten wt SF gegen 1 normalisiert (n=3).

Die Uberexpression von SENP5 durch den SENP5GFP-Expressionsvektor in hTNFtg und
SF hatte keinen Einfluss auf deren Caspase-3/7 Aktivitat (Abbildung 15). Ebenso konnte in
den hTNFtg SF kein signifikanter Unterschied der Caspase-3/7 Aktivitat nach Inkubation mit
dem FAS-Liganden nachgewiesen werden. Die relative Caspase-3/7 Aktivitat in den SENP5
Uiberexprimierenden wt SF nach einer Uberexpression von SENP5 stiegt nach Inkubation mit

dem FAS-Ligand tber 13 h auf das 1,505 fache (unpaired t-test, p=0,0579).
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Abbildung 15: Einfluss der Uberexpression von SENP5 auf die Caspase3/7 Aktivitit in hTNFtg
und wt SF

Messungen der Caspase-3/7 Aktivitdt von hTNFtg und wt SF nach einer Transfektion mit einem
SENP5 Expressionsvektor (SENP5GFP) ohne FAS-Ligand Inkubation (-FASL) sowie mit einer FAS-
Ligand Inkubation (+FASL, 13h, 100ng/ul). Die erhaltenen Messwerte wurden gegen die Caspase-3/7
Aktivitat von mit einem Leervektor (pEGFP-C1) transfizierten wt SF gegen 1 normalisiert (n=3).
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7.2.6. Die Uberexpression von SENP5 induziert die mMMP-9
Expression in murinen Synovialfibroblasten

Die irreversible Destruktion der artikularen Strukturen bei der RA und in der hTNFtg Maus ist
mit der veranderten Expression verschiedener MMP assoziiert. Aufbauend auf den durch
Maciejewska-Rodriguez veréffentlichten Daten zur Regulation der MMP-1 Expression durch
SENP1 wurde im Folgenden die Rolle von SENP5 auf die Expression von murinem pro-
MMP-2, 3 und 9 in primdren wt SF untersucht™. Hierzu wurden die wt SF mit dem
Expressionsvektor SENP5GFP bzw. dem Leervektor (pEGFP-C1) transfiziert. AnschlieRend
wurden mit den entsprechenden Mouse pro-MMP Quantikine® ELISA kits (R&D,
Wiesbaden) die Expressionen von pro-MMP-2, -3 und -9 bestimmt (siehe 10.4.8).

Eine Uberexpression von SENP5 (SENP5GFP) hatte keinen Einfluss auf die Expression von
pro-MMP-2 und -3 in wt SF (Abbildung 16). Diese Uberexpression induzierte jedoch die
murine pro-MMP-9 Expression. Im Kulturtiiberstand der SENP5 Uberexprimierenden wt SF
konnten 1,952 ng/ml £ 1,534 murines pro-MMP-9 detektiert werden ausgehend von einer
murinen pro-MMP-9 Expression von 0,873 ng/ml + 0,679 in mit dem Leervektor (pPEGFP-C1)
transfizierten wt SF (unpaired t-test, p=0,3274).
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Abbildung 16 murine pro-MMP-2, -3 und -9 Expression in wt SF nach der Uberexpression von
SENP5

In primaren wt Synovialfibroblasten wurde SENP5 (SENPGFP) Uberexprimiert. Als Kontrollvektor
wurde pEGFP-C1 verwendet. Im Kulturiberstand dieser wt SF wurde die Expression von proMMP-2, -
3 und -9 mit den entsprechenden ELISAs analysiert. Die Daten wurden als Mittelwerte und SD
dargstellt (n=3).
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7.3. Der Einfluss von SENP7 auf die stabile Aktivierung von
Synovialfibroblasten in der Rheumatoiden Arthritis

7.3.1.Die SENP7 Expression ist im RA-Synovialgewebe stark
erhoht

Uber die SUMO-2/3 spezifische Protease SENP7 ist in der Literatur (iber die reinen
grundlegenden Funktionen hinaus wenig bekannt. Bisher beschranken sich die Publikationen
auf die Substratspezifitdt von SENP7 und die Beteiligung der Protease an Maturierungs-,
Dekonjugations- und Ketteneditierungsprozessen der SUMOylierung. Um die Expression von
SENP7 im Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten zu untersuchen, wurden
Paraffinschnitte dieser Gewebe mit dem a-SENP7 Antikérper (Abcam Ab5906) nach dem
unter 10.3.1 aufgefiuihrten Protokoll geféarbt. Als Kernfarbung wurde auch hier eine Farbung

mit Methylgrin verwendet.

In Abbildung 17 sind exemplarisch spezifische Farbungen von SENP7 in Paraffinschnitten
von Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten abgebildet. Im RA-Synovialgewebe zeigte
sich eine stark erhohte SENP7 Expression. Diese SENP7 Expression konnte von der lining
layer bis in das sublining der Synovialmembran beobachtet werden, wie auch in den
Epithelzellen der BlutgefalRe (Abbildung 18A). Die Detailansicht (Abbildung 18B) zeigt die
deutliche, SENP7 spezifische Farbung, die im Randbereich der Membran stark erhéht ist.
Im Vergleich hierzu wird SENP7 im OA-Synovialgewebe nur sehr schwach exprimiert. Die
Quantifizierung der spezifischen Farbungen untermauerte diese Ergebnisse. Prozentual
waren deutlich mehr gesamt positiven Zellen in den RA-Synovialgeweben als in OA-
Synovialgeweben (unpaired t-test, p= 0,1305). Der Unterschied im prozentualen Anteil der
stark positiv gefarbten Zellen zwischen RA- und OA-Synovialgewebe war signifikant
(unpaired t-test, p=0,0223).
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Abbildung 17 Expression von SENP7 in RA- und OA-Synovialgewebe

Immunhistologische Farbung von Paraffinschnitten von RA- (RA) und OA-Patienten (OA) mit einem
spezifischen a-SENP7 Antikdrper (rot, 1:300). Zur Kernfarbung wurde Methylgriin eingesetzt (grin).
(IgG) IgG-Kontrolle in RA-Gewebe. Die Bilder der spezifischen Farbungen wurden
lichtmikroskopisch aufgenommen (Olympus BX51, 10 fache Vergroflerung, n=5, Malistabsbalken
20 um).

In den Farbungen von RA- und OA-Synovialgeweben wurden die synovialen Zellen nach Intensitat
der AK-Farbung ausgezahlt. Hierbei wurde zur Unterscheidung ein Scoring mit drei Kategorien
(negativ = keine Farbung, schwach positiv = schwache Farbung, stark positiv = starke Farbung)
verwendet. Die prozentualen Anteile der Zellen innerhalb dieser drei Kategorien wurden ermittelt
und miteinander verglichen.

Abbildung
SENP7 in
(Detailansicht)

R LR A : " b w| A) Immunhistologische Féarbung von
" RIATREAY b ) SENP7 in synovialem Gewebe von
RA-Patienten mit einem o-SENP7

spezifischen Antikérper (rot, 1:300,

18 Expression von
RA-Synovialgewebe

10fache VergroéfRerung)

B) Detailansicht der lining layer dieser
immunhistologischen RA-Synovialge-
webefarbung (rot, Olympus BX51,
100fach vergroRert). Es wurde eine
Gegenfarbung mit Methylgriin (grin)
durchgeflhrt.
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In Analogie zu den Untersuchungen von SUMO-2/3 und SENP5, wurde die Expression von
SENP7 in RA- und OASF mittels semiquantitativer PCR und Western Blot-Analysen
untersucht.

Durch die semiquantitative PCR konnte eine SENP7 Expression in primaren, kultivierten
RASF und OASF nachgewiesen werden. Diese Expression war auf transkriptioneller Ebene
in RASF im Vergleich zu OASF stark erhéht (Abbildung 19A zeigt die zweifache Erhdhung
der SENP7 Expression in RASF zur Expression von SENP7 in OASF).

Auch auf translationaler Ebene konnte mittels Western Blot-Analyse die SENP7 Expression
in primaren RASF und OASF nachgewiesen werden (Abbildung 19B). Die Expression in den
OASF war nachweisbar, aber schwach. Demgegeniber war die SENP7 Expression in RASF

stark erhoht.
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Abbildung 19 Expression von SENP7 in RASF und OASF

A) Semi-quantitative PCR gegen SENP7 in RASF und OASF auf cDNA templates von isolierter
mRNA. Als Ladekontrolle wurde eine PCR gegen GAPDH durchgefihrt (2% TAE Agarosegel).

B) Western Blot Analyse von Proteinextrakten aus RASF und OASF mit einem a-SENP7 spezifischen
Antikorper (1:500). Die SENP7 spezifische Bande konnte bei 113 kDa detektiert werden. In diesem
Versuch wurde B-Aktin (43 kDa) als Ladekontrolle mitgefiihrt (10% SDS Gel).

Rechts, quantitative Auswertungen der SENP7 PCR bzw. des Western Blots. Unter Verwendung der
Software Imaged (NIH,US) wurde die Intensitat der humanen SENP7 PCR- bzw. der Proteinbanden
ermittelt und diese gegen die Intensitat der zugehérigen GAPDH bzw. -Aktin Bande abgeglichen. Die
erhaltenen Werte wurden gegen den Mittelwert der SENP7 Signale in OASF normalisiert.
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7.3.2. Die Lokalisation von SENP7 in RASF findet sich uber den
Nukleus hinaus im Zytoplasma

Zur Untersuchung der Lokalisation von SENP7 wurden gemafR der unter 10.3.2 aufgeflihrten
Methode zur immunzytochemischen Farbung von Zellen, RASF und OASF auf Deckglasern
ausgesat, fixiert und SENP7 mittels eines spezifischen polyklonalen a-SENP7 Antikdrpers
(Abgent AP1241a) gefarbt. Eine Inkubation mit Propidiumiodid erfolgte zur Visualisierung
des Nukleus.

Die Immunfluoreszenzfarbungen konnten in RASF und OASF eine zytosolische SENP7
Lokalisation visualisieren. Wie in Abbildung 20 zu sehen, zeigten die RASF im Gegensatz zu
den OASF neben dem deutlichen SENP7 Signal im Zytoplasma eine punktuelle

Kolokalisation von SENP7 mit dem Propidiumiodidsignal im Nukleus.

SENP7 Nukleus Uberlagerung

Abbildung 20 Lokalisation von SENP7 in RASF und OASF

Immunzytochemischer Nachweis von humanem SENP7 in RASF und OASF.

A/D) SENP7 Lokalisation im Zytoplasma und Nukleus der Synovialfibroblasten (grtin, 1:1000, FITC-
Signal), B/E) Propidumiodidfarbung des Zellkernes (rot, 1:1000), C/F) Uberlagerung der FITC und
Propidiumiodidsignale (gelb). Die Aufnahmen wurden mit dem True Confocal Scanner Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop gemacht (n=3).

Um die perinukledre Lokalisation von SENP7 weiter zu spezifizieren wurden RASF
zusatzlich zum a-SENP7 AK mit zellorganellspezifischen Markern gefarbt. Hierzu wurde ein
Marker flir den Golgi Apparat (58K, Abcam, AB6284) eingesetzt, sowie der

Zentrosomenmarker gamma-tubulin (Sigma T9026).

Abbildung 21 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Lokalisationsstudien in den RASF. Wie
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in den vorangegangenen Lokalisationsversuchen wurde SENP7 in den RASF sowohl im
Nukleus als auch im Zytoplasma lokalisiert (FITC, grin). Das klare Signal der Farbung des
Golgi Apparates (Abbildung 21B, Alexa Fluor 488, rot) zeigte die Lage des Golgi Apparates
innerhalb der RASF. Abbildung C Uberlagert das SENP7 Signal (A) mit dem Golgi Apparat
Signal (B). Dieser Versuch bestétigte, dass SENP7 in den RASF im Golgi Aparat
kolokalisiert ist.

Desweiteren wurde ein Antikdrper gegen gamma-tubulin (Sigma T9026) eingesetzt, welcher
spezifisch das Zentrosom markiert (Abbildung 21D-F). Die in Abbildung 21 D zu sehende
SENP7 Lokalisation ist auch hier im Nukleus und dem Zytoplasma vorhanden (FITC, grun).
Die gamma-tubulin Farbung in Bild E visualisiert das Zentrosom (Alexa Fluor 488, rot). Bild F
zeigt die Uberlagerung des SENP7 Signals mit den Signal des Zentrosoms. Diese Versuche
konnten eine Kolokalisation von SENP7 mit dem Zentrosom der RASF zeigen.

Golgi Uberlagerung

Zentrosom

Uberlagerung

=

Abbildung 21 Kolokalisation von SENP7 in RASF

Immunzytochemischer Nachweis von SENP7, dem Golgi Apparat und dem Zentrosom in RASF

A/D) Nachweis von SENP7 in RASF (grin, 1:1000, FITC), B) Farbung des Golgi Apparates mittels
58K-Golgimarker (rot, 1:1000, Alexa Fluor 488), E) Farbung mit dem Zentrosomenmarker a-gamma-
tubulin (rot, 1:1000, Alexa Fluor 488), C) Uberlagerung der Aufnahmen A und B, F) Uberlagerung der
Aufnahmen D und E. Die Aufnahmen wurden mit dem True Confocal Scanner Leica TCS SP2
Konfokalmikroskop gemacht (n=3).
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7.3.3. Die Expression von SENP?7 ist in Synovialfibroblasten der
hTNFtg Maus stark erhoht

Analog zu den Untersuchungen von SENP5 wurde die Expression von SENP7 ebenfalls in
murinem Synovialgewebe und Synovialfibroblasten der hTNFtg bzw. wt Mause (10 Wochen
alt) durchgefuhrt (zum Protokoll siehe 10.1.1). Zur spezifischen Farbung des murinen
Synovialgewebes der Metatarsi der hTNFtg und wt Mause wurden die Praparate mit dem a-
SENP7 spezifischen polyklonalen Antikérpers (Abcam, AB5906) inkubiert. Als Gegenfarbung
wurde Methylgrin verwendet.

In Abbildung 22 sind reprasentative, immunhistologische Farbungen von Paraffinschnitten
der murinen hTNFtg und wt Metatarsi dargestellt. Die SENP7 Farbung wies im
Synovialgewebe der wt Maus ein schwaches SENP7 Signal auf. Dieses Signal war
gleichmaRig uber das Gewebe verteilt. Demgegenuber konnte die Farbung des
Synovialgewebes der hTNFtg Maus eine starke Expression von SENP7 nachweisen. Das
stark zerstorte Gelenk der hTNFtg Maus zeigte gerade im Pannusgewebe ein stark erhdhtes
SENP7 Signal.

Die Quantifizierung der gefarbten Metatarsalschnitte bestatigte den signifikant erhdhten
prozentualen Anteil der gesamt positiven synovialen Zellen im hTNFtg Gewebe im Vergleich
zum wt Gewebe (unpaired t-test, p= 0,0055). Dartber hinaus war auch der prozentuale
Anteil der stark positiven synovialen Zellen im hTNFtg Gewebe signifikant grosser als im wt
Gewebe (unpaired t-test, p=0,0229).
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Abbildung 22 Immunologische SENP7 Farbung muriner Metattarsalschnitte

Immunhistologische Farbung von Schnitten des MittelfuRes einer 10 Wochen alten C57/BL6-hTNftg
Maus (hTNFtg) und einer gleichaltrigen wt Maus (wt) mit einem o-SENP7 spezifischen Antikérper
(rot). (IgG) IgG-Kontrolle eines hTNFtg Schnittes (anti-biotylated 1gG, Vector BA-2001). Zur
Kernfarbung wurde Methylgrin verwendet (grtin). (Olympus BX51, 40 fache VergroRerung, n=3,
MaRstabsbalken 50 pym).

Die gedfarbten synovialen Zellen in den murinen Metatarsalschnitten wurden nach Intensitat der AK
Farbung ausgezahlt. Hierbei wurde zur Unterscheidung ein Scoring mit drei Kategorien, negativ
=keine Farbung, schwach positiv= schwache Farbung, stark positiv= starke Farbung) verwendet. Die
prozentualen Anteile der Zellen innerhalb dieser drei Kategorien wurden ermittelt und miteinander
verglichen.

Um Aufschluss dartiber zu erhalten, ob sich die verstarkte Expression von SENP7 im
Synovialgewebe von hTNFtg Mausen auf eine verstarkte Expression von SENP7 in den SF
zurickfihren lasst, wurde mittels semi-quantitativer PCR und Western Blot-Analysen die
Expression von SENP7 in hTNFtg und wt SF untersucht. Aus kultivierten primaren SF der
hTNFtg und wt Mause wurde GesamtRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels semi-
quantitativer PCR auf die Expression von SENP7 analysiert. Flir die Western Blot-Analyse
wurden Gesamtproteinextrakte aus primaren kultivierten hTNFtg und wt SF auf die
Expression von SENP7 untersucht. Auch in diesem Versuch wurde der polyklonale a-SENP7

Antikdrper (Abcam, AB5906) verwendet.

Wie Abbildung 23A zeigt war die transkriptionelle SENP7 Expression in den wt SF kaum
detektierbar, in den SF von hTNFtg Mausen dagegen stark erhéht. In Abbildung 23B ist die

translationelle Expression von SENP7 im Gesamtproteinextrakt von hTNFtg und wt SF
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dargestellt. Die Expression von SENP7 in wt SF war nicht nachweisbar, die Expression in
hTNFtg SF war stark erhoht.

Wie Abbildung 23 zeigt, war eine SENP7 Expression in den wt SF auf transkriptioneller (A)
sowie translationaler (B) Ebene kaum detektierbar. Im Gegensatz, konnte eine starke
SENP7 Expression in kultivierten SF der hTNFtg Mause sowohl auf mRNA (A) als auch auf

Proteinebene (B) nachgewiesen werden.
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Abbildung 23 Translation und Transkription von SENP7 in hTNFtg und wt Mausfibroblasten

A) Semi-quantitative PCR der SENP7 Expression in hTNFtg SF im Vergleich zur Expression von
SENP7 in wt SF. Als Ladekontrolle wurde eine PCR gegen GAPDH durchgefihrt (2% TAE
Agarosegel, n=3). B) Western Blot Analyse von Proteinextrakten aus hTNftg SF und wt SF mit einem
a-SENP7 spezifischen Antikdrper. Als Ladekontrolle diente die Detektion von 3-Aktin (10% SDS-Gel,
n=1).

Rechts dargestellt sind die Quantifizierungen der PCR-Banden bzw. der Banden des Western Blots.
Unter Verwendung der Sofware Imaged (NIH, US) wurde die Intensitat der humanen SENP7 PCR-
bzw. Proteinbanden ermittelt und gegen die Intensitdt der zugehdrigen GAPDH/B-Aktin Bande
abgeglichen. Die erhaltenen Werte wurden gegen den Mittelwert der SENP7 Intensitat in den wt SF
normalisiert.

7.3.4.Die SENP7 Expression wird in murinen Synovialfibroblasten
durch hTNF-a induziert

Da Zytokine einen entscheidenden Einfluss auf die stabile Aktivierung von RASF haben,
wurde im Folgenden der Einfluss von IL-13 und TNF-a auf die SENP7 Expression in wt SF

untersucht. Die wt SF wurden 24 h nach der Aussaat fiur weitere 48 h mit humanem TNF-a

54



Ergebnisse

oder IL-1P inkubiert. Die Expression von SENP7 wurde in den Gesamtproteinextrakten der
wt SF mittels des a-SENP7 spezifischen Antikérpers (Novus Biologicals, NB100-92106)
detektiert.

Nach der Inkubation der wt SF mit IL-1p ist kein Unterschied in der Expression von SENP7
zu unstimulierten wt SF (Kontrolle) nachzuweisen (Abbildung 24). Die Stimulation der wt-SF
mit humanem TNF-a induziert die SENP7 Expression stark im Vergleich zu unstimulierten wt
SF (unpaired t-test, p=0,1847).
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Abbildung 24 Expression von SENP7 nach Stimulation mit II-18 und TNF-a

A Western Blot-Analyse von Gesamtproteinextrakten (120ug) aus wt SF, die fur 48 h mit den
Zytokinen IL-1B (10ng/ml) oder TNF-a (100ng/ml) stimuliert wurden. Die SENP7 Expression wurde mit
einem spezifischen a-SENP7 Antikorper detektiert (1:500, Novus Biologicals, NB100-92106). Als
Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet (1:1000, 10% SDS Gel, n=3).

B Unter Verwendung der Sofware Imaged (NIH, US) wurde die Intensitat der humanen SENP7
Proteinbanden ermittelt und diese gegen die Intensitat der zugehérigen GAPDH Bande abgeglichen.
Die erhaltenen Werte wurden gegen den Mittelwert der SENP7 Signale in unstimulierten wt SF
normalisiert.

7.3.5. Die Uberexpression von SENP7 steigert die Proliferationsrate
muriner Synovialfibroblasten

Aufbauend auf den Versuchen zum Einfluss von SENP5 auf die Proliferation von murinen
Synovialfibroblasten wurde der Einfluss von SENP7 auf die Proliferationsrate von hTNFtg
und wt SF untersucht. Hierzu wurden die SF mit einem SENP7 Expressionsvektor
(SENP7CMV) bzw. einem Leervektor (pEGFP-C1) transfiziert. Anschlielend wurde der
BRDU ASSAY (Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Die Ergebnisse die in Abbildung 25 graphisch dargestellt sind, zeigen, dass eine
Uberexpression von SENP7 in hTNFtg SF die Proliferationsrate der hTNFtg SF steigert. Die
Proliferationsrate (dargestellt durch die x-fache Steigerung der Proliferation zum Leervektor)

stieg auf das 1,5fache im Vergleich zum Leervektor signifikant an (unpaired t-test,
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p=0,0003). Die Uberexpression von SENP7 in wt SF filhrte ebenfalls zu einer starken
Erhéhung der Proliferationsrate der wt SF. Die Proliferationsrate (dargestellt durch die x-
fache Steigerung der Proliferation zum Leervektor) stieg auf das etwa 1,5fache der

Proliferation des Leervektors ebenfalls signifikant an (unpaired t-test, p= 0,0143).
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Abbildung 25 Proliferationsraten von murinen primaren Synovialfibroblasten nach
Uberexpression von SENP7

Messung des BRDU Einbaus in hTNFtg und wt SF nach einer Transfektion mit einem SENP7
Expressionsvektor (SENP7CMV) bzw. einem Leervektor (pEGFP-C1). Die Proliferationsrate wurde
durch die Messung der OD bei 450/550nm bestimmt. Die Proliferation des Leervektors wurde auf 1
normalisiert (n=3).
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7.3.6. Die Uberexpression von SENP7 steigert die FAS-Ligand
induzierte Apoptose muriner wt Synovialfibroblasten

Einhergehend mit den Untersuchungen zum Einfluss von SENP5 auf die Caspase3/7
Aktivitat wurden in humanen und murinen SF der Einfluss einer SENP7 Uberexpression auf
die Empfindlichkeit dieser SF fir FAS-Ligand induzierte Apoptose untersucht. SENP7 wurde
durch Transfektion der SF mit einem SENP7 Expressionsvektor (SENP7CMV)
Uberexprimiert. Die Caspase3/7-Aktivitat wurde als Indikator der Apoptose mit dem Promega
Homogeneous Caspase3/7 Assay (Promega, Mannheim) untersucht (siehe 10.4.7).

Die Uberexpression von SENP7 in RASF steigerte die Empfindlichkeit der RASF leicht
gegenuber FAS-Ligand induzierter Caspase3/7-Aktivitat (unpaired t-test, p=0,1961 siehe
Abbildung 26). Dieser Effekt einer SENP7 Uberexpression konnte, wenn auch schwécher,
auch fur die FAS-Ligand induzierte Caspase3/7-Aktivitdt in OASF nachgewiesen werden
(unpaired t-test, p=0,2061).
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Abbildung 26 Einfluss von FASL auf humane RASF und OASF nach Uberexpression von
SENP7

In RASF und OASF wurde durch Transfektion eines SENP7 Expressionsvektors (SENP7CMV)
SENP7 in den Synovialfibroblasten tberexprimiert. AnschlieRend erfolgte eine Stimulation mit FASL
(100ng/pl). Die Apoptoserate wurde mittels Caspase-3/7 Aktivitat bestimmt und als relative Aktivitat
normiert auf Zellen die mit einem Leervektor (pEGFP-C1) transfiziert wurden.

Die Uberexpression von SENP7 in hTNFtg SF zeigte keine signifikante Erhéhung der
Caspase3d/7 Aktivitdt in den hTNFtg SF nach FAS-Ligand Inkubation (unpaired t-test,
p=0,1778, Abbildung 27). Wie ebenfalls in Abbildung 27 dargestellt, steigerte die
Uberexpression von SENP7 in wt SF durch den SENP7CMV-Expressionsvektor nach
Inkubation mit dem FAS-Liganden tber 13 h signifikant auf das 1,722 fache. Die statistische
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Analyse dieser Werte bestatigte eine signifikante Erhéhung der Empfindlichkeit der wt SF fir
FAS-Ligand induzierte Apoptose nach SENP7 Uberexpression (unpaired t-test, p=0,0294).
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Abbildung 27 Einfluss von FAS-Ligand auf murine SF nach Uberexpression von SENP7

In hTNFtg und wt Synovialfibroblasten wurde SENP7 (SENP7CMV) uberexprimiert. AnschlieRend
erfolgte eine Stimulation mit FAS-Ligand (13h, 100ng/ul). Die Apoptoserate wurde mittels Caspase-3/7
Aktivitat bestimmt und als relative Aktivitat normiert auf Zellen die mit einem Leervektor transfiziert
wurden. Als statistischer Test wurde der unpaired t-test verwendet.
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7.3.7. Die Uberexpression von SENP7 induziert die
mMMP-9 Expression in murinen Synovialfibroblasten

Wie fir die Protease SENP5 wurden auch die Effekte einer Uberexpression von SENP7 auf
die Expression von murinen pro-MMP untersucht. Hierzu wurden die wt SF mit dem
Expressionsvektor SENP7CMV bzw. dem Leervektor (pEGFP-C1) transfiziert. AnschlieRend
wurde die Expression von murinem pro-MMP-2, -3 und -9 durch die wt SF mittels der
entsprechenden pro-MMP Quantikine® ELISA kits (R&D, Wiesbaden) bestimmt (siehe
10.4.8).

Abbildung 28 zeigt, dass die Uberexpression von SENP7 (SENP7CMV) keinen Einfluss auf
die murine pro-MMP-2 und -3 Expression hatte. Die murine pro-MMP-9 Expression in wt SF
wurde nach Uberexpression von SENP7 deutlich induziert. Im Kulturiiberstand der SENP7
Uberexprimierenden wt SF konnten 11,084 ng/ml £ 3,270 SD murines pro-MMP-9 detektiert
werden ausgehend von einer murinen pro-MMP-9 Expression von 0,873 ng/ml + 0,679 im
Kulturiberstand mit dem Leervektor (pEGFP-C1) transfizierter wt SF (unpaired t-test,
p=0,0061).
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Abbildung 28 murine pro-MMP-2, -3, -9 Expression in wt SF nach der Uberexpression von
SENP7

In primaren wt Synovialfibroblasten wurde SENP7 (SENP7CMV) Uberexprimiert. Als Kontrollvektor
wurde pEGFP-C1 verwendet. Im Kulturiiberstand dieser wt SF wurde die murinen pro-MMP-2 ,-3 und
-9 Expression mit dem entprechenden ELISAs analysiert. Die Daten wurden als Mittelwerte und SD
dargstellt (n=3).
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8. Diskussion

8.1. Die Expression von SUMO-2/3 in Synovialfibroblasten

Trotz lhrer ahnlich zentralen Rolle im Zellmetabolismus wie sie der posttranslationale
Modifikator Ubiquitin einnimmt, wurde erst 16 Jahre nach der Entdeckung der Ubiquitinierung
die Familie der SUMO-Proteine gefunden. Dies geschah uUber den Nachweis der starken
Bindung von SUMO-1 an Ran GTPase-activating protein (RANGAP), die im Gegensatz zu
den (blichen SUMOylierungen von Zielproteinen stabil ausgepragt ist’®. Andere
SUMOylierungsprozesse sind aufgrund ihres flexiblen Charakters bis heute nur schwer
nachzuvollziehen. Dennoch hat sich der Kenntnisstand zur SUMOylierung in den letzten

Jahren massiv erweitert.

SUMOylierungen sind eine von vielen Modifikationen, die die Funktion und Regulation ihrer
Zielproteine beeinflussen kénnen. Sauger exprimieren drei SUMO Proteine: SUMO-1, -2 und
-3. Ein Gen fir SUMO-4 wurde im humanen Genom identifiziert. SUMO-1, -2 und -3 werden
ubiquitar exprimiert, in allen Geweben und allen Entwicklungsstadien. SUMO-2/3 Proteine
werden im Vergleich zu SUMO-1 deutlich starker exprimiert. Die SUMO-4 Expression scheint

auf Nieren und Leber begrenzt zu sein.

Alkuraya et al. 2006 konnten durch eine SUMO-1 KO Maus die essentielle Bedeutung der
SUMOylierung zeigen. Die Maus zeigt sich homozygot wie heterozygot embryonal letal,
heterozygot wies die SUMO-1 KO Maus wahrend der Embryogenese einen offen Gaumen
auf®. Eine Deletion des murinen SUMO-1 Genes in einer zweiten KO Maus nach dem
dritten Exon wies jedoch keinen derartigen Phanotyp auf. Wahrscheinlich wird die SUMO-1
Funktion in dieser Maus durch SUMO-2/3 ausgeglichen''. Eine SUMO-2/3 KO Maus ist

bisher nicht bekannt.

Wie die Untersuchungen zur SUMO-2/3 Expression im humanen synovialen Gewebe zeigen,
konnte ein starker Unterschied zwischen RA- und OA-Synovialgewebe beobachtet werden.
Schon im histologischen Bild ist die erhdhte SUMO-2/3 Expression im RA-Synovialgewebe
im Vergleich zu OA-Synovialgewebe deutlich erhéht. Offen ist worauf die massiv erhéhte
Expression und die damit verbundene veranderte SUMOylierung durch SUMO-2/3
zuruckzuflhren ist. Mit hoher Evidenz werden immer wieder die Hypoxie und Stresssignale
als Faktoren angesprochen die Einfluss auf die SUMOylierung haben® %848  Die
Publikationen zur Hypoxie bieten einen guten Ansatz die veranderte SUMOylierung durch

SUMO-2/3 im RA-Synovialgewebe und RASF zu erklaren, da die Hypoxie in der RA einer
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der Schlusselfaktoren bei der Initiation der Angiogenese und der Entzindungsreaktion
ist**'%2 Die Hypoxie kdnnte in dem krankhaft verdnderten Synovialgewebe des Pannus zu

einer erhdhten SUMO-2/3 Expression filhren'?,

In anschlieRenden Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die verstarkte SUMO-2/3
Expression auf die Expression von SUMO-2/3 in den stabil aktivierten Synovialfibroblasten
von RA-Patienten zurlckzufihren ist, welche vermehrt in der synovial lining layer der
Synovialmembran von RA-Patienten zu finden sind. Diese Erhéhung der SUMO-2/3
Expression kénnte uber die dauerhafte Anwesenheit von diversen Stresssignalen erklart
werden. Neben der massiven Ausschuttung von Zytokinen, der Hypoxie und einer allgemein
genotoxischen Umgebung finden sich in den RASF vermehrt DNA-Strangbriiche'®. Ein
Zusammenspiel verschiedener auslésender Faktoren ist moglich. So kann durch die
Ausschuttung von Zytokinen bereits eine Stimulation der SUMO-2/3 Expression in der RASF
angenommen werden, die sich durch vermehrte DNA-Strangbriiche und eine begleitende
Hypoxie im Pannusgewebe mehr und mehr aufbaut und schlieRlich dauerhaft auf einem
hohen Niveau verbleibt. Auch nach einigen Passagen in der Zellkultur und damit auRerhalb
ihres hypoxischen, entzindlichen Milieus behalten die isolierten RASF diese erhéhte SUMO-
2/3 Expression bei. Die erhdhte SUMO-2/3 Expression in RASF gehért somit entweder zu
den Charakteristika der stabil aktivierten RA-Synovialfibroblasten oder ist eine
Folgeerscheinung der stabilen Aktivierung. Die in den RASF gefundene Erhéhung konnte in
den Arbeiten von Frank et. al. auch fur die hTNFtg Maus gezeigt werden. Hier zeigte sich in
der Histologie eine Erhéhung der SUMO-2/3 Expression im Schnitt des Metatarsus der
hTNFtg Maus im Vergleich zur nur marginal nachweisbaren SUMO-2/3 Expressionen im

Metatarsus der wildtyp Maus'*.

Die massiv erhdhte Expression von SUMO-2/3 und die damit einhergehende verstarkte
SUMOylierung in RASF koénnte nach heutigem Kenntnisstand einige, der in RASF zu
findenden krankhaften Veranderungen erklaren. Die SUMOylierung als Schllisselfaktor bei
zentralen Prozessen wie Zellteilung, Migration und der Apoptose umfasst in ihren Funktionen
die Kernprozesse, die in stabil aktivierten Synovialfibroblasten in der RA missreguliert sind'>*
37 In den ersten Arbeiten zu diesem Thema, welche auf den Ergebnissen von Franz et al.
aufbauten, konnten die Zusammenhange der SUMOylierung durch SUMO-1 mit der
Interaktionen von FAS und FASL und eine damit verbundene verminderte Empfindlichkeit

der RASF fiir FAS induzierte apoptotische Signale gezeigt werden'.

Der Grossteil der Forschungsfoki richtet sich auf die Interaktionen der SUMO-Proteine mit
Ihren Zielproteinen, so dass auch nach Utber 10 Jahren der Forschung Uber die Regulation
von SUMO-2/3 selbst wenig bekannt ist. In den wenigen Publikationen werden zwar
Stresseffekte immer wieder thematisiert, diese wirken allerdings nicht direkt auf die SUMO-

2/3 Expression ein, sondern auf eine Veranderung in der SUMOylierung spezifischer
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Zielproteine®®'3_ In den Daten von Frank et. al. wurden die SUMO-2/3 Expressionen nach
TNF-a Stimulation untersucht. Hier konnte nur fir SUMO-2 eine Induktion durch TNF-a
gezeigt werden. Die SUMO-3 Expression wurde von der TNF-a Stimulation nicht
beeinflusst™*. Der Fokus richtet sich stattdessen auf die an der SUMOylierung beteiligten
E1, E2 und E3-Enzyme. Die aktivierenden E1-Enzyme sowie das konjugierende E2-Enzym
sind beide gut charakterisiert (E1-Enzyme sind UBA2 und AOS1, das E2-Enzym ist
Ubc9)"®"®. Die Ubc9 KO Maus ist jedoch letal und zeigt in den Blastozysten schwerwiegende
Fehlorganisationen im Nukleus begleitet von weitreichenden apoptotischen Prozessen'.
Die Gruppe der E3-Ligasen wird um immer neue Mitglieder erweitert. So existieren auch
Enzyme die sowohl als E3-Ligasen in der Ubiquitinierung wie auch der SUMOylierung
funktionieren kénnen, wie zum Beispiel TOPOR™"'*?, Die E3-Ligasen sind als Kandidaten
fur die Beeinflussung von SUMOylierungsabhangigen Signalwegen am aussichtsreichsten,
wirken sie doch nur auf die SUMOylierung einiger spezifischer Zielproteine ein. Hier sind
unter anderem Mitglieder der protein inhibitor of STAT (PIAS) gefunden worden, sowie das
Polycomb-2 protein (Pc2) und RANBP2'*. Die PIAS1 und PIAS4 Mause sind lebensfahig
und ihre Phanotypen sind weitestgehend charakterisiert. Die genauen funktionellen Rollen

dieser E3-Ligasen sind dennoch unzureichend verstanden“.

Neben den E3-Ligasen riicken die SENP-Proteine in den jlingeren Publikationen vermehrt in
den Fokus der Forschung. Diese Proteasenfamilie katalysiert die Maturierung, Dekonjugation
und Ketteneditierung von SUMO-Proteinen. Wie in Tabelle 3 aufgeflihrt hat jede dieser
Proteasen Einfluss auf spezifische Prozesse der SUMOylierung und unterschiedliche
SUMO-Proteine. Da in den RA-Synovialfibroblasten die SUMO-2/3 Expression stark erhoht
ist, sind die Sentrin spezifischen Proteasen mit einer Praferenz fir SUMO-2/3 von

besonderem Interesse in dieser Dissertation.

8.2. Expression und Lokalisation von SENP5 und SENP7 in RASF

Zur Expression von SENP-Proteinen ist wenig bekannt. In unterschiedlichen Tumorzellen
wurden flir verschiedene SENPs sowohl erhéhte wie auch verminderte Expressionen
gezeigt. Beispielsweise zeigte sich in humanen Prostatakrebszellen eine Erhéhung der
mRNA Level von SENP1 und 3, in Arrayanalysen von humanem Brustkrebsgewebe zeigte

sich ein verminderter mRNA Level fiir SENP6'?".

Der KO von SENPs in Mausen endete bisher mit letalen Phanotypen. So ist beispielsweise
die SENP1 KO Maus embryonal letal in E 12,5 bis E 14,5%°. Die SENP2 KO Mause sind
ebenfalls embryonal lethal und zeigten einen Defekt im Ubergang der G1- zur S-Phase'®.
Bisher sind keine SENP5 und SENP7 KO Mause publiziert.
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Da bisher nichts zu den SUMO-2/3 spezifische Proteasen SENP5 und SENP7 in der RA auf
Expressionsebene bekannt ist, sowie welchen Einfluss diese Proteasen auf die erhdhte
SUMOylierung durch SUMO-2/3 haben, wurden in den anschlieRenden Versuchen SENP5

und SENP7 auf Expressionsebene untersucht.

SENPS5 zeigte nach der immunhistologischen Farbung eine verstarkte Expression im lining
und sublining des humanen RA-Synovialgewebes im Vergleich zur deutlich niedrigeren
Expression in OA-Synovialgewebe. Diese verstarkte Expression von SENP5 konnte in RASF
nicht bestatigt werden. Diese Ergebnisse zur transkriptionellen Expression legen nahe, dass
die verstarkte Expression im RA-Synovialgewebe nicht durch eine verstarkte Expression in
RASF hervorgerufen wird. Denkbar ware, dass nicht ausschlie8lich die RASF fur die SENP5
Expression verantwortlich sind, sondern die beobachteten Unterschiede in der Histologie
eher auf eine verstarkte Expression von SENP5 in Epithelzellen der Blutgefalie,
Makrophagen oder Lymphozyten zurlickzufuhren sind. Weiterhin kdnnte eine Erhéhung auf
Proteinebene, die durch eine veranderte Stabilitdt des Proteins oder eine verminderte

Degradation hervorgerufen wird eine Erklarung sein.

Wie fur die SENP5 Expression konnten die immunhistologischen Farbungen von SENP7
eine Erhdhung der Expression von SENP7 in RA-Synovialgewebe im Vergleich zu OA-
Synovialgewebe detektieren. Diese Farbung zeigte sich im lining layer wie auch im sublining
der Synovialmembran von RA-Patienten. Weiterhin fand sich eine Erhéhung der SENP7
Expression in den Epithelzellen der BlutgefaRe. Im Gegensatz zu SENP5 liel3 sich in den
anschlieRenden Untersuchungen der RASF und OASF eine stark erhéhte Expression von
SENP7 in den RASF nachweisen. Dieser Erhéhung bestatigten sich sowohl transkriptionel
wie auch translational. Somit ist die erhdhte SENP7 Expression im Synovialgewebe von RA-

Patienten auf eine erhohte Expression von SENP7 in RASF zurlickzufihren.

Die in der Histologie zu beobachtende starkere SENP7 Expression im lining layer, der direkt
der Synovialflissigkeit zugewandten Zellschicht der Synovialmembran, macht die Hypothese
einer Zytokininitiation von SENP7 denkbar. In der RA ist die Synovialfliissigkeit durch hohe
Level ausgeschiitteter Zytokine (wie TNF-a oder IL-18 ) gekennzeichnet®®*°. Denkbar ware
auch in der RA eine durch Zytokine bedingte Stresssituation unter der die Fibroblasten
verstarkt SENP7 exprimieren, um so spezifisch auf SUMOylierungen einzuwirken und so die
Zelle auf die veranderten Bedingungen reagieren zu lassen. Moglich waren hier weiterhin
DNA-Strangbriiche, aber auch das Aktivieren oder Hemmen von Transkriptionsfaktoren. Ob
diese SENP7 Erhéhung in den RASF ein Faktor in der stabilen Aktivierung der RASF ist oder

eine Folge dieser Aktivierung bleibt offen.
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Die Lokalisation von SENP5 konnte bisher nur in immortalisierten Zelllinien gezeigt
werden®'*°. Zuninio et al. konnten eine Translokation von SENP5 aus dem Nukleolus in die
Mitochondrien zeigen®. In primaren kultivierten RASF ist bisher keine Lokalisation von
SENPS gezeigt worden. In den Lokalisationsuntersuchungen konnten in RASF und OASF
homogene Signale im Nukleus fir SENP5 gezeigt werden. Auch zeigten diese Signale keine
Unterschiede in ihrer Intensitat zwischen RASF und OASF. Die Lokalisation von SENP5 im
Nukleus deckt sich mit dem Zellkkompartiment in dem der Grossteil der

SUMOylierungsprozesse innerhalb der Zelle stattfindet.

Auch in den Lokalisationsuntersuchungen zeigte sich ein der SENP5 Lokalisation &hnliches
Nukleussignal fur SENP7 in den RASF und OASF. In der Intensitat fiel das SENP7 Signal in
den RASF deutlich starker aus als in den OASF. Die RASF zeigten im Gegensatz zu den
OASF eine punktuelle Akkumulation des SENP7 Signals im Nukleus. Zusatzlich wiesen die
RASF und OASF ein klares Signal im Zytoplasma auf. Die auf diesen Erkenntnissen
aufbauenden Kolokalisationsuntersuchungen in RASF konnten eine Kolokalisation des
zytoplasmaren SENP7 Signales mit dem Zentrosom und dem Golgi Apparat bestatigen.
Sowohl das zytoplasmare SENP7 Signal in den RASF und OASF wie auch die gefundenen

Kolokalisationen im Zentrosom und Golgi Apparat sind bisher nicht gezeigt worden.

Das beobachtete punktuelle Muster im Nukleus der RASF ist in einem Grossteil der
Zellkerne zu finden. Dieses Muster wurde auch in einer aktuellen Publikation von Maison et
al. 2012 in NIH3T3 Zellen beobachtet. Dort wurde es mit einer Anreicherung von SENP7 im
Bereich des Heterochromatins diskutiert'*®. Zu beachten ist allerdings das SENP7 in dieser
Publikation mit einem Expressionsvektor in den NIH3T3 Zellen lUberexprimiert wurde und
eine untypische SENP7 Aktivitat fir SUMO-1 zeigte.

Der nukleare Unterschied im Lokalisationsmuster von SENP7 in den RASF im Vergleich zu
den OASF weist auf eine unterschiedliche SENP7 Regulationen von SUMOylierten
Proteinen im Nukleus hin. Fir eine andere Protease der SENP-Familie, SENP3 ist in der
Literatur beschrieben, dass diese sich unter Hypoxie im Nukleus im Bereich der PML-
Korperchen relokalisiert. Dort deSUMOyliert SENP3 die PML-Proteine, hierdurch wird die
Anzahl der PML-Kérperchen reduziert und die Proliferationsrate der HelLa-Zellen nimmt zu.
Diese Stressreaktion ist reversibel und eine spezifische Reaktion der Zellen auf Ilhr

verdndertes Umgebungsmilieu®’.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine Lokalisation von SENP7 im Zytoplasma von
RASF und OASF gezeigt werden, die Spezifizierung dieser Lokalisation in RASF zeigte eine
Kolokalisation von SENP7 mit dem Golgi Apparat und dem Zentrosom. Die Lokalisation in
diesen Zellkompartimenten scheint nicht spezifisch fiir die synovialen Fibroblasten der RA zu
sein, da die OASF das gleiche Muster im Zytoplasma zeigen. Die in RASF und OASF
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beobachtete unbekannte SENP7 Lokalisation im Zytoplasma der Synovialfibroblasten kdnnte
eine fibroblastenspezifische Lokalisation der Protease im Zytoplasma darstellen. Fir SENP7
ware eine Lokalisation in RASF und OASF zur Regulierung von nukleusexternen
SUMOylierungen denkbar. Dies wirde nur einen &auRerst geringen Anteil der
SUMOylierungsprozesse, welche Ublicherweise im Nukleus stattfinden ausmachen und
regulierend auf diese einwirken. Ebenso ist eine DeSUMOylierung oder Ketteneditierung von
SUMOylierten Proteinen nach dem shuttling aus dem Nukleus in das Zytoplasma denkbar.
Wahrend es fur SENP7 in der aktuellen Literatur keine Hinweise auf eine Lokalisation
aullerhalb des Nukleus gibt, ist fir SENP5 eine Translokation in die Mitochondrien publiziert
worden®. Diese Lokalisation ist essentiell fiir die Dekonjugation von SUMO-1 von DRP-1.
Unterbleibt diese Dekonjugation Iasst sich eine Fragmentation der Mitochondrien feststellen.
Diese flexible Anderung fligt sich gut in Publikationen ein die SUMO shuttling und

SUMOylierungen auRerhalb des Nukleus nachwiesen™’.

Die beobachtete Zentrosomenlokalisation von SENP7 in den RASF weist auf eine
Beteiligung der Protease an Zellteilungsprozessen hin. Zu einer derartigen Funktion ist in der
momentanen Forschung zu SENP7 ebenfalls nichts publiziert. SENP6 als ein weiterer
Vertreter der SENP-Proteine mit einer Insertion in der katalytischen Domane, kann hier
zumindest aufgrund der nahen Verwandschaft zu SENP7 einige Hinweise zu Prozessen an
der SENP7 beteiligt ist geben. Zu der SENP7 nahestehenden Protease konnte in der
Publikation von Mukhopadhyay et al. die essentielle Beteiligung bei der Kinetochorerrichtung
in HeLa-Zellen gezeigt werden. SENP6 wirkt in HeLa-Zellen der SUMO-2/3 Modifikation von
CENP-1 entgegen. SUMOyliertes CENP-1 wird durch Ubiquitinierung zur Degradation
markiert®. Es ist denkbar, dass die Kolokalisation von SENP7 mit dem Zentrosom auf eine
ahnliche Funktion bei der Regulierung von SUMOylierungsprozessen bei der Ausbildung der

Zentriolen hinweist.

Die Kolokalisation von SENP7 im Golgi Apparat deutet eine Beteiligung der Protease an der
Modifikation von Proteinen in diesem Zellorganell an'®. Leider liegen bisher keine
Erkenntnisse zu SUMOylierungsprozessen in diesem Organell vor. Prozesse innerhalb
dieses Organells waren ein Mechanismus die Substrateigenschaften von SUMO-
Zielproteinen vor Ihrem Transport an ihren endgultigen Wirkungsort in der Zelle deutlich zu
beeinflussen. Bisher ist kein SENP-Protein im Golgi Apparat nachgewiesen. SENP7 stellt mit
dieser Lokalisation den einzigen Modifikator von SUMO-2/3 Proteinen und der
SUMOylierung in diesem Zellorganell dar. SENP7 kénnte hier die DeSUMOylierung von
Zielproteinen wahrend ihrer Endreifung katalysieren. Dieser Schritt konnte die Aktivitat der
Proteine verandern, ihre Stabilitat, wie auch die endglltige Lokalisation der deSUMOylierten

Zielproteine.
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8.3. Expression von SENP5 und SENP7 in hTNFtg Synovialgewebe und
SF

Die hTNFtg Maus entwickelt durch die dauerhaft erhéhte Expression von humanem TNF-a
in einem Zeitraum von etwa sechs Wochen eine chronische, inflammatorische, polyartikulare
Arthritis. Diese schreitet kontinuierlich voran und zeigt in Woche Zehn in der Histologie eine
chronische Entzindung, eine starke Pannusbildung sowie eine massive Gelenkzerstbrung42.
In histologischen Schnitten der Matatarsi von zehn Wochen alten hTNFtg Mausen konnte
eine starke Expression der murinen Proteasen SENP5 und SENP7 im Synovialgewebe im
Vergleich zum Synovialgewebe der Metatarsi der gleichaltrigen wt Mause gezeigt werden. In
der Maus sind Homologien aller humanen SENP-Proteine zu finden (SENP1-3,5-7 und die
NEDDS8 spezifische Protease SENP8).

Wahrend die Expression von murinem SENP5 (98 %ige Homologie zu humanem SENPS5)
gleichmaRig auf das Synovialgewebe der hTNFtg Maus verteilt scheint, ist die Expression
von murinem SENP7 (99 % Homologie zu humanem SENP7) im Synovialgewebe der
hTNFtg Maus in den Bereichen des Pannusgewebe, starker Entzindung und starker
Gelenkdestruktion besonders deutlich ausgepragt. Die murine SENP7 Expression in den
Schnitten der hTNFtg Mittelpfoten zeigt sich wie in der Farbung gegen murines SENP5
deutlich starker als in den Schnitten der wt Mittelpfoten. Die weiteren
Expressionsuntersuchungen von murinem SENP7 in den hTNFtg SF und wt SF zeigten eine
starke Erhéhung des Transkriptionslevels und der Translationsebene von murinem SENP7 in
den hTNFtg SF, analog zu den RASF. Auch in primaren Synovialfibroblasten sind bisher
keine Ergebnisse zur Expression von murinem SENP5 oder SENP7 bekannt, murines

SENP?7 konnte durch Maison et al. in NIH3T3 Zellen nachgewiesen werden'*.

Um eine Erklarung zu finden, ob murines SENP7 durch externe Stimuli initiiert wird, wurden
Stimulationen von murinen SF mit hTNF-a und IL-1B durchgefiihrt. Beide Zytokine spielen in
der RA eine entscheidende Rolle und kénnen mit als Initiatoren der stabilen Aktivierung von
RASF angesehen werden®. Die Stimulierung von wt SF mit IL-1B zeigte keine Stimulation
der murinen SENP7 Expression. Hingegen stimulierte hTNF-a die Expression von murinem
SENP7 in wt SF. Unter Zytokinstimulation reagieren die Synovialfibroblasten mit einer
erhohten Expression von murinem SENP7, das seinerseits lokal in bestimmten Organellen
auf die SUMOylierungen diverser Zielmolekile einwirkt. So kann der Synovialfibroblast im
gesunden Synovialgewebe auf eine Inflammation reagieren und durch Veranderung der
SUMOylierungsmuster flexibel auf diese einwirken. Im erkrankten Synovialgewebe bei RA ist
denkbar, dass diese Stressreaktion anhaltend bestehen bleibt und damit einhergehend die
veranderte SUMOylierung durch SUMO-2/3. Neben der bisher immer wieder erwahnten

Hypoxie als Stressfaktor fir die Induktion der SUMO Expression zeigt sich hier erstmals
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auch ein Mechanismus, der an der SUMOylierung beteiligte Proteine Uber
Zytokinstimulierungen modulieren kann. Beide Prozesse sind im Pannus und der

Synovialmembran von RA-Patienten zu finden?32"33,

In den Synovialfibroblasten kénnte diese erhdhte murine SENP7 Expression urspringlich
Uber die starke Zytokinausschuttung initiiert worden sein. Eine Normalisierung der SENP7
Expression scheint in den stabil aktivierten RASF zu unterbleiben. Dies fuhrt dazu, dass die
erhdhte Expression von murinem SENP7 in den stabil aktivierten RASF und die dauerhaft
anhaltende UbermaRige SUMOylierung erhalten bleibt. Funktionell ist eine veranderte
Reaktion der gesunden murinen und humanen Synovialfibroblasten durch die standige

Ausschuittung des inflammatorischen Zytokins hTNF-a denkbar.

8.4. Einfluss von SENP5 und SENP7 auf die Proliferationsrate von wt
und hTNFtg SF

SUMO-2/3 Modifikationen sowie der Effekt der unterschiedlichen SENP-Proteine auf die
SUMOylierungen im Umfeld von Zellteilungs-, Differenzierungs- und Proliferationsprozessen
wurde durch verschiedene Arbeiten gezeigt®” 9940143149150 " Dje |etalen Phanotypen der
bisher bekannten SENP KO-Mause lassen ebenfalls die essentielle Rolle der SENP-Proteine
wahrend der Embryogenese vermuten, bei der Zellteilungen, Differenzierungen und

Proliferation ebenfalls eine zentrale Rolle spielen®.

Die Uberexpression von SENP5 in den wt SF erhéht die Proliferationsrate dieser Zellen.
Dieser beobachtete Effekt auf die Proliferationsrate ist nach der Uberexpression von SENP5
in hTNFtg SF noch deutlicher. Die Hemmung der SENP5 Expression mittels eines
spezifischen siRNA Mix zeigt in wt SF einen geringen Effekt, die Proliferationsrate der

murinen Synovialfibroblasten wurde gesenkt'®

. In den hTNFtg SF erwirkte eine analoge
Hemmung eine starke Reduktion der Proliferationsrate. Die Ergebnisse zur SENP7
Uberexpression zeigten in den Proliferationsversuchen, dass tiberexprimiertes SENP7 in wt
SF und hTNFtg SF einen proliferationssteigernden Effekt hat. Dieser Effekt war in wt SF
deutlich und zeigte eine noch wesentlich starkere Proliferationssteigerung in hTNFtg SF. Fur
SENP7 sind bisher keine Zusammenhange mit der Proliferation publiziert. Erstmalig konnte
im Rahmen dieser Arbeit der starke Effekt von SENP7 auf die Proliferation von primaren
murinen Synovialfibroblasten gezeigt werden. Diese Versuche sollten anknlipfen an die
Arbeiten von Di Bacco et al. die den Einfluss von SENP5 auf die Proliferation zeigten'®.
Knock down durch siRNA gegen SENPS5 verhinderte, dass HelLa-Zellen weiterhin
proliferierten und bewirkte einen Anstieg der SUMO-2/3 Expression in den mit der siRNA
transfizierten Zellen. In dieser Publikation wird die fehlende DeSUMOylierung durch SENP5

von Proteinen wie PML und Topoisomerase |l flir den veranderten Zellzyklus und die
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abweichende Proliferation diskutiert. Auch in Xenopus ist die SUMOylierung von
Topoisomerase |l essentiell fiir die Chromosomensegradation™’. In wieweit die gefundenen
Unterschiede in der Proliferation von murinen primaren SF auf diese SUMOylierungen durch
SUMO-2/3 zuruckzufihren sind, ist unklar.

8.5. SENP5 und SENP7 in der Apoptoseregulation

Eines der Charakteristika von RASF ist unter Anderem die verminderte Empfindlichkeit
gegeniiber proapoptotischen Signalen?**®. Die verminderte Apoptoserate sorgt mit dafiir,
dass sich mit fortschreitender Erkrankung das Pannusgewebe verdickt'®'2 Wie die
Untersuchungen zeigten, weisen die transfizierten murinen wt SF nach einer
Uberexpression von SENP5 eine Erhdhung der Empfindlichkeit gegeniiber der FAS-Ligand
induzierten Apoptose auf. Dieser Effekt ist in den wt SF deutlich zu erkennen, ist im
Vergleich mit einer SENP7 Uberexpression in wt SF jedoch schwacher. Nach der
Uberexpression von SENP7 in wt SF wird die Empfindlichkeit von wt SF gegeniiber FAS-
Ligand induzierter Apoptose stark erhoht. Fir die Proteasen SENP5 und 7 sind bisher
allenfalls indirekte bzw. keine Beziige zur Apoptose bekannt. Zunino et. al zeigten erstmals
eine Translokation von SENP5 in die Mitochondrien wahrend des Ubergangs von der G2 zur
M-Phase der Mitose in HeLa-Zellen. Die DeSUMOQylierung von mitochondrialem DRP1 durch
SENPS5 initiiert die Fragmentierung der Mitochondrien®®'*°. Untypisch fir SENP5 zeigte die
Protease hier eine SUMO-1 spezifische Aktivitat. In der Publikation von Meineken et al.
wurde der proapoptotische Effekt der DeSUMOylierung von SUMO-1 in RASF gezeigt.
Durch eine Uberexpression der Sentrin spezifischen Protease 1 (SENP1) wurde die
Empfindlichkeit der RASF fir FAS-Ligand induzierte Apoptose gesteigert. Die
Uberexpression von SENP1 deSUMOyliert SUMO-1 von PML, die PML Kérperchen setzen
Death domain associated protein (DAXX) frei, dass aus dem Nukleus transloziert und an die
death domain des FAS-Rezeptors bindet und die RASF zugangig flir FAS-Ligand induzierte
Apoptose machte. Bereits Okura et. al konnte 1996 diese Interaktion von SUMO-1 mit der
intrazellularen Domane (death domain) des FAS-Rezeptors und des TNF-Rezeptors
nachweisen®. Ein weiterer Zusammenhang der SUMOylierung mit der Apoptose wurde in
Drosophila melanogaster aufgezeigt. Die p53 SUMOylierung erfolgt hier an zwei
SUMOylierungsstellen. Die Mutation dieser Bindemotive reduziert die transkriptionelle
Aktivitat von p53 und senkt die Fahigkeit von p53 die Apoptose zu initiieren'. Interessant
sind die Funde von Mukherjee et. al zum Golgi vesicle tethering protein p115. Dieses Protein
ist im Golgi Apparat lokalisiert, dem Organell in dem in den Kolokalisationsstudien dieser
Arbeit ein Signal fir SENP7 gefunden wurde. In der Frihphase der Apoptose wird durch

Caspasen ein c-terminales Fragment von p115 abgetrennt. Dieses wird aus dem Golgi
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Apparat unmittelbar in den Nukleus transportiert wo es die apoptotische Antwort der Zelle
beschleunigt. Innerhalb des Fragmentes konnten mehrere SUMOylierungsstellen identifiziert
werden. Die SUMOylierung dieses Fragmentes von p115 beschleunigt die Abspaltung des
C-terminalen Fragmentes und damit die Apopotose'®. How et. al konnten dariiber hinaus
zeigen, dass dieses Fragment Uber eine p53-ERK Interaktion die apoptotischen Signale
amplifiziert’®’. Welcher dieser regulatorischen Signalwege durch SENP5 bzw. SENP7
beeinflusst wird, kann nicht abschlieRend geklart werden. Denkbar ist, dass die veranderte
SUMOylierung als Folge einer erhéhten SENP5 oder SENP7 Expression Auswirkungen auf

unterschiedliche proapoptotische Signalmolekdile hat.

8.6. SENP5 und SENP7 in der Regulation von murinem pro-MMP-9

MaRgeblich an der Destruktion der EZM beteiligt, spielen die MMP eine zentrale Rolle bei
den destruktiven Prozessen der RA. Die wahrend der RA Uberexprimierten MMP sorgen flr
eine progressive Degradation der EZM durch Spaltung der Proteoglykane und den Abbau
von Kollagen Il. Initiiert wird die Expression von MMP durch exogene Stimuli (u.A. Hypoxie,
toxisches Millieu) wie auch durch verschiedene Zytokine wie z.B. TNF-a oder IL-1p '*°°.

Die Messung der murinen pro-MMP-9 Expression in wt SF nach einer erfolgten Transfektion
mit einem SENP5 Expressionsvektor zeigte eine starke Induktion der Expression von
murinem pro-MMP-9 in den murinen Synovialfibroblasten. Noch eindricklicher sind die in
dieser Dissertation gefundenen Ergebnisse fir den Zusammenhang einer Uberexpression
von SENP7 mit der murinen pro-MMP-9 Expression in wt SF. Eine Uberexpression von
SENPY7 flhrte zu einer intensiven Aktivierung der murinen pro-MMP-9 Expression in den wt
SF. Untersuchungen in der RA zeigten, dass MMP-9 gerade im Bereich von hoher
Entziindung sowie im synovial lining deutlich erhéht ist™°. Diese Bereiche decken sich mit
den Bereichen in den humanen RA-Synovialgewebeschnitten und den Metatarsipraparaten
der hTNFtg Maus, in denen eine Intensive Farbung fir SENP7 immunhistologisch gezeigt
werden konnte. MMP-9 ist an der Invasivitdt der RASF und der Destruktion des Knorpels
beteiligt?""*®. Da sich die SENP7 Expression {iber die Funde im lining layer hinaus auch in
den Epithelzellen der Blutgefalle fanden, kann weiterhin eine Beteiligung dieser Protease in
der Angiogenese vermutet werden, da MMP-9 als Gelatinease malgeblich an der
Angiogenese beteiligt ist. Bisher sind jedoch weder fir SENP5 noch fir SENP7 Bezlige zur
Regulation oder Modifikation der MMP bekannt. Ebenso sind keine SUMO-2/3
Modifikationen mit direkten oder indirekten Effekten auf die MMP publiziert. Fir SUMO-1 gibt

es erste Erkenntnisse fiir eine modulierende Wirkung auf die MMP-1 und -13"#"%7.

Funktionell konnten SUMO-Modifikationen auf verschiedenen Ebenen auf die MMP-

Regulation  einwirken.  Denkbar waren unter Anderem  Modifikationen  von
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Transkriptionsfaktoren oder Cofaktoren die SUMOyliert oder DeSUMOyliert einen Einfluss
auf die MMP Expressionen haben. Eine Regulierung der MMP Expression mit einem Bezug
zur SUMOylierung ist fir MMP-13 nachgewiesen worden. SUMOyliertes S100A4 transloziert
in den Nukleus und wirkt als Cofaktor flr einen bisher unbekannten Transkriptionsfaktor

induzierend auf die IL-1B vermittelte MMP-13 Expression™’.

Weiterhin gibt es Hinweise fir SUMO-1, dass durch SUMOylierung von Histon-Deacetylase
4 (HDAC 4) die Kondensation der DNA auf epigenetischer Ebene an Promotorregionen
beeinflusst werden kann. Wie Maciejewska-Rodriguez et. al fuir MMP-1 zeigen konnten, ist
die erhdhte Expression von MMP-1 indirekt mit der Acetylierung von Histon 4 in der distalen
Promotorregion von MMP-1 verbunden. Durch Uberexpression von SENP1 konnte die
SUMOylierungsabhangige Acetylierung der Histone in der Promotorregion gesenkt werden.

Dies fiihrte zu einer Kondensation des Chromatins und hemmte die MMP-1 Expression™.

Auch das direkte Einwirken auf MMP als Zielprotein fir eine SUMOylierung ist mdglich. In
der Literatur wird die SUMOylierung allgemein eher mit einer Repression der Transkription
assoziiert als mit einer Aktivierung'*®'®'. Gegenbeispiele sind dennoch zu finden und zeigen
den aktivierenden Effekt einer SUMOylierung auf die Transkription. Beispielweise kann die
SUMOylierung von Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP), einem shuttling
Protein und Cofactor fir die p53 Aktivierung, nach DNA Schadigung die transkriptionelle
Aktivierung von p53 initiieren'®?. Direkte SUMOylierungen der MMP durch SUMO-2/3 sind
jedoch nicht bekannt. Die bekannten SIM koénnen Uber spezielle Software identifiziert
werden, allerdings gibt es neben den SIM-Konsensusmotiven fir eine SUMOylierung eine
Vielzahl untypischer Bindemotive, die schwer zu definieren sind®**'®. Die Konsequenzen

einer SUMO-Modifikation der MMP sind daher vielgestaltig und schwer zu benennen'®.

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation erstmalig die starke Erhéhung der SUMO-
2/3 Modifikation und die mit diesem Ungleichgewicht einhergehenden erhdéhten
Expressionen von SENP5 und SENP7 im Synovialgewebe der RA nachgewiesen werden.
SUMOylierungen als zentral wirkende Prozesse bieten einen aussichtreichen Kandidaten fir
ein tieferes Verstandniss des charakteristischen Phanotypes der RASF. So konnten in den
funktionellen Untersuchungen dieser Dissertation die Einflisse der Proteasen SENP5 und
SENP7 auf die Proliferation in wt und hTNFtg SF, die Apoptoserate und die Expression von
murinem pro-MMP-9 in wt SF gezeigt werden. Die hier gewonnenen Erkenntnisse erweitern
das noch junge Forschungsfeld der SENP-Proteine um erste Erkenntnisse zur Bedeutung
von SENP5 und SENP7 in der RA. Wie diese Proteasen auf die untersuchten Prozesse
einwirken, bleibt jedoch unverstanden. Die Funktionen dieser Proteasen sind nur
unzureichend verstanden und durch die zum Teil widersprichlichen Publikationen fir die

Substratspezifitaten der SENP-Proteine bisher schwer einzugrenzen'**',
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9. Material

9.1. Reagenzien

Die in den Versuchen verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von
den Firmen AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Minchen), Roche

Diagnostics (Mannheim) und Roth (Karlsruhe) in Analyse-/Reinstqualitat bezogen.

9.2. Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien, insbesondere Materialien fir die

Zellkultur, wurden von der Firma Greiner (Frickenhausen) bezogen.

Die verwendeten Einwegpipetten und Falconréhrchen stammten von BD Biosciences
(Heidelberg), Reaktionsgefalte (0,2 ml, 1,5 ml und 2 ml) von Eppendorff (Hamburg),
Sterilfilter von Sartorius (Géttingen) und Pipettenspitzen von Sarstedt (Nimbrecht). Weitere
Verbrauchsmaterialien wurden ebenfalls von diesen Herstellern bezogen, oder sind im Text

anderweitig gekennzeichnet.
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9.3. Gerite

Die Gerate die fur die Versuche dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 4 mit den

entsprechenden Herstellern aufgeflhrt.

Tabelle 4 Gerite

Gerite

Hersteller

Advanced Primus 96
Thermocycler

Peqglab, Erlangen

AF 10 Eismaschine

HIBU, Sprockhovel

Casy Modell TT Cell Counter

Roche Diagnostics, Mannheim

Eppendorf Photometer plus

Eppendorf, Hamburg

EVOM-Messgerat

WPI, Sarasota USA

Excelsior ES

Thermo Fisher, Oberhausen

HIR-3 Wasserbad

Thermo Scientific, Schwerte

HLC Thermoschittler

HLC Biotech, Pforzheim

Infinity Modell 1000
Geldokumentation

Peqlab, Erlangen

JB Aqua 12 Wasserbad

Grant Instruments, Cambridge

MHR23 Thermoschdttler

HLC Biotech, Pforzheim

Mikroskop AX 10

Zeiss, Oberkochen

Mikroskop Axio observer Z1

Zeiss, Oberkochen

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Oberkochen

Microtom HM355S

Thermo Scientific, Schwerte

pH Meter 766

Mercateo, Miinchen

Precellys 24, Homogenisator

Peqlab, Erlangen

Rotator SB3 Stuart (Drehrad)

Carl Roth, Karlsruhe

RM5 Assistent Rollschiittler

Medchrom, Forstheim-Dahlheim

Synergy Millipore

Millipore, Schwalbach

Thermomixer Compact

Eppendorf, Hamburg
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Gerite

Hersteller

True Confocal Scanner Leica
TCS SP2

Leica Microsystems, Wetzlar

Unimax 1010, Inlab Schuttler

Heidolph Instruments,
Schwabach

Varioklav Dampf Sterilisator HP

Medizintechnik,
Oberschleil3heim

Vortex Genie 2

Carl Roth, Karlsruhe

Waage ALC Modell

Acculab, Gottingen

Zentrifuge Mikro 200R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau
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9.4. Puffer und Lésungen

Die Zusammensetzungen der verwendeten

aufgelistet.

Tabelle 5 Puffer und Lésungen

Puffer und Ldésungen sind in Tabelle 5

Bezeichnung des Puffers/der Lésung

Zusammensetzung

Blockierldsung (BSA)

3% (w/v) BSA in TBS

Blockierldsung (Histologie)

10% (w/v) horse serum in TBS

Blockierldsung (Milchpulver)

3% (v/v) Blott Milchpulver
(Santa Cruz, Heidelberg) in TBS

DEPC Wasser

1ml DEPC (Applichem, Darmstadt)
1 Liter bidest H,O UN I6sen

Dispase-Lésung

75 mg Dispase Il
(Roche Diagnostics, Mannheim)
in 50 ml DMEM mit 4,5 g/l Glukose

6x DNA-Ladepuffer

10 mM Tris HCI (pH 7,6)
0,03% (w/v) Bromphenolblau
0,03% (w/v) Xylencyanol
60% (v/v) Glycerol

60 mM EDTA

Einfriermedium

10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSQO)
90% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS)

Kollagenlésung (MATRIN-Assay)

75 pl PureCol (Inamed, Fremont)
10 pl Natriumbicarbonat (Gibco, Karlsruhe)
20 ul 10x MEM (Biochrom AG, Berlin)

Kollagenlésung

0,2 ug/ml Kollagen (Ratten)
in 0,1 N Essigsaure

Laemmli Protein-Probenpuffer

0,125M Tris/HCI pH 6,8

20% (v/v) Glycerin

10% (v/v) 2-Merkaptoethanol
4% (w/v) SDS

0,004% (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer, pH 8,3

25 mM Tris Base
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
2,5% (v/v) Glycerin

MDCK-C7-Puffer

0,2 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
0,2 g KCI

0,2 g KH,PO,

8 g NaCl

1,15 g NaHPO,

ad 1000 ml H,O
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Bezeichnung des Puffers/der L6sung Zusammensetzung
NP-40-Lysispuffer 20 mM Tris HCI pH 8
137 mM NaCl

10% (v/v) Glycerol
1% (w/v) NP-40
2 mM EDTA

4% Paraformaldehyd (PFA), pH 7,4

20 g PFA
ad 1000 ml 1x PBS

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

9,55 g PBS (Invitrogen, Karlsruhe)
ad 1000 ml H,O

Plasmid-Puffer |

50 mM Tris pH 8 mit HCI
10 mM EDTA
0,1 pg/ul RNase

Plasmid-Puffer Il

1% (w/v) SDS
200 mM NaOH

Plasmid-Puffer Il

3 M Kaliumacetat, pH 4,8 mit Essigsaure

Proteinlysepuffer

50 mM Tris (pH 7,4)
150 mM NaCl

2 mM EDTA

1% (w/v) NP40
0,1% (w/v) SDS

6x Protein-Probenpuffer

0,5% (w/v) SDS

15 mM Dithiothreitol (DTT)
15 mM Tris Base (pH 7,0)
0,01% (w/v) Bromphenolblau

Stripping-Puffer

0,5 M Essigsaure
0,5 M NaCl

Transferpuffer

48 mM Tris Base
39 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
10% (v/v) Ethanol

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

20 ml 50x TAE (Millipore, Schwalbach)
EDTA - Na; - 2H,0 18,61 g/l

Eisessig 60,05 g/L

Tris 242,28 g/L

980 ml H,O dest

Tris-gepufferte Saline (TBS)

7,7 mM Tris HCI (pH 7,5)
150 mM NaCl
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9.5. Primer und siRNAs

Die in Tabelle 6 angegebenen Primer wurden als Lyophilisat von der Firma Metabion

(Martinsried) bezogen und in RNAse freiem Wasser rekonstituiert.

In den PCR-Versuchen wurden die jeweiligen Primer in einer Konzentration von 10 pmol/pl

eingesetzt.

Tabelle 6 Primer

Primerbezeichnung

Sequenz von 5" nach 3~

Mouse SENP7 fwd

GGG GAC CAG CAA CAAGAATA

Mouse SENP7 rev

CTT CAC CGG ACT CTT CAAGC

GAPDH fwd TCC TGC ACCACCAACTGCTT
GAPDH rev TCCACCACCCTGTTGCTGTA
huTNF fwd TAC CCC CTC CTT CAG ACACC
huTNF rev GCC CTT CAT AAT ATC CCC CA

M13 fwd (-20)

GTA AAA CGA CGG CCA GTG

M13 rev (-27)

GGA AAC AGC TAT GAC CAT G

SP6 fwd

TAC GAT TTA GGT GAC ACT ATA G

T7 rev

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG

Human SUMO2 fwd

GGG CAA CCA ATC AAT GAAAC

Human SUMO2 rev

AGT CAG GAT GTG GTG GAA CC

Human SENP7 fwd

CCG AAATCA TCA CAG AAG

Human SENP7 rev

CAG GAC ACC CTC GGA TAT

Human SENP5 fwd

CCC AAC ACC ACT GAT CTG AA

Human SENPS5 rev

GCAGCCTTTCCAGTTTTC AC

Die in Tabelle 7 aufgefiihrten siRNAs (nach der Publikation von di Baccio et al.’”®) wurden

als Lyophilisat von der Firma Qiagen, Hilden bezogen. In den Versuchen wurden die siRNAs

zusammen als siRNA-Mix nach dem Standardprotokoll fiir eine Lipofection mit Lipofectamine

2000 eingesetzt.

Tabelle 7 Verwendete siRNA

Bezeichnung

Sequenz von 5" nach 3~

SENP5 RNAI 133

GAAAGC TAA GCT GGG AAG GCA

SEBP5 RNAi 1111

GGG AGT GTACAGAGC TGATTA
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9.6.

Antikérper

Die in der Tabelle 8 aufgefliihrten Antikérper wurden fir Western Blot (WB)-Analysen,

histologische Farbungen

angegebenen Verdinnung verwendet.

Tabelle 8 Antikorper

(HC) oder immunohistochemischen Farbungen

(IC) in der

Antikorper- T GroBe des Zielproteins | Verdiinnung im Bezugsquelle
spezifitat yp in [kDa] WB/HCI/IC gsq
. Polyclonal 1:500 (WB)
Anti-SENP7 rabbit 112 1:300 (HC/IC) Abcam AB5906
. Polyclonal . Abgent
Anti-SENP7 rabbit 112 1:500 (WB) AP1241a
Monoclonal Novus
Anti-SENP7 rabbit 112 1:500 (WB) Biologicals
NB100-92106
Anti-SENP5 Polyclonal 1:500 (WB)
; 87 Ab AB58420
(C-Terminal) | rabbit 1:300 (HC/IC) cam
, Polyclonal 1:300 (WB) Chemicon
Anti-SUMO2/3 11
n rabbit 1:300 (HC) Ab3876
. Polyclonal 1:500 (WB)
Anti-SENP5 rabbit 87 1:500 (IC) Abcam Ab58420
. HRP . .
Q‘E'F',GAPDH‘ gekoppelt | 37 1:1000 (WB) gggggnanng
goat
Anti-B-Actin Monoclonal |, . 1:5000 (WB) Sigma A5441
rabbit ' 9
Anti-gamma | Monoclonal | 5, 1:1000 (WB) Sigma T9026
Tubulin mouse
Anti-Golgi Monoclonal | 5q 1:250 (IC) Abcam AB 6284
Protein 58k mouse
Anti-
Biotinylated- mouse - 1:100 (HC) Vector BA-2001
mouse IgG
Anti-
Biotinylated - | rabbit - 1:300 (HC) Vector BA-2001
rabbit IgG
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Antikorper-

GroRe des Zielproteins

Verdiinnung im

spezifitat R in [kDa] WBJ/HC/IC Bezugsquelle

Anti-

Streptavidin rabbit - 1:1000 (IC) Invitrogen

rabbit (Biotin)

Anti-F4/80 Rat .

FITC monoclonal |~ 1:1000 (IC) Abcam

Alexa Fluor 488 . ) Invitrogen

anti-rabbit 1gG | 0P - 1:1000(IC) A11008
HRP Dako

Anti-rabbit 1IgG | gekoppelt - 1:5000 (WB) Cytomation,
goat Hamburg
HRP Dako

Anti-mice 1gG gekoppelt | - 1:5000 (WB) Cytomation,
horse Hamburg
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9.7.

Expressionsvektoren und Konstrukte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Expressionskonstrukte verwendet. Die

Tabelle 9 fasst die verwendeten Konstrukte zusammen, welche in den Abbildungen 27 und

28 schematisch durch Vektorkarten dargestellt sind.

Tabelle 9 Verwendete Konstrukte

Bezeichnung

Expressionsvektor

Sequenz

Herkunft

SENP5GFP pEGFC-C1 humanes SENP5 Gen | Di Bacco et al. 2006 '
Das Insert wurde iiber | ID: 205564
Sall und Xbal in den
Vektor eingebracht
SENP1GFP pEGFP-CI humanes SENP1 Gen Meinecke et al.”
Das Insert wurde tiber | |D: 29843
Bgll und EcoRl in den
Vektor eingebracht
SENP7CMV CMV-Sport6 murines SENP7 Gen Bezogen uber das

Das Insert wurde Uber
ASP718l und Xbal in
den Vektor
eingebracht.

MGI:1913565

Deutsche Zentrum fir
Krebsforschung,
Heidelberg aus
Mausretina cDNA

Uber eine Restriktion
mit Sall und Notl in die
MCS des CMV-Sport6
Konstruktes
eingebracht
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A)
Ecol7 Il
Age |
Eco0109 pEGFP-CI .
MCS
S\V0on
v, Miu|
Dralll
Stul
B)

gepp  1ED 1340 150 150 1270 i 129 140 STEPs
e . . . . . . .
TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCTCEAGCT CAA GET TCG AATTET GCA GTC GAC GGTACE GCGE GGC CCG GIEA TCC ACC GRATET AGATAACTG ATC A
BspE | Bglll Xiol S Hiddll EcoRl  Psrl Sall  Kpol Apal Bamh | Xia1* Bell®

Sacl ma |
Echas I Accl Aspmiglc) | Bspizol o)

Abbildung 29 Vektorkarte des pEGFP-C1 Klonierungsvektors

(Vektorkarte, Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) A) Schematischen Darstellung des
Klonierungsvektors und ausgewahlte Restriktionsschnittstellen. SV40ori, SV40 Promotorregion,
Kan/Neo (Kanamycin/Neomycinresistenz), EGFP (enhanced green fluorescating protein), CMV (CMV
enhancer promotor), pUCori (Puc origin of replication), SV40polyA (SV40 polyadenylation site),
HSVpolyA (HSV polyadenylation site). B) Schematische Darstellung der multiple cloning site (MCS)
des Vektors mit den in ihr befindlichen Restriktionsschnittstellen.
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Abbildung 30 Vektorkarte des pCMV-Sport6 Klonierungsvektors

Dargestellt ist das Expressionskonstrukt unter Vorherhebung fur die Klonierung bedeutsamer
Regionen wie die Restriktionsschnittstellen, SV40ori, SV40 Promotorregion, Ampicillinresistenz und
des CMV Promotors (CMV) (Abbildung nach Addgene).

Der Expressionsvektor pCMV-Sport6 hat eine GroRe von 4396 Nukleotiden (siehe Abbildung
28). Dieser Vektor besitzt einen CMV-Promotor und zur Selektion in E. coli einen

kodierenden Abschnitt fir die Ampicillinresistenz.
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9.8. Kompetente Bakterien

Zur Klonierung von Plasmiden wurden die in Tabelle 10 aufgeflhrten Bakterienstdmme

verwendet.

Tabelle 10 Kompetente Bakterien

Bezeichnung

Herkunft

Top-10

Invitrogen, Darmstadt

XL1-Gold

Stratagene, Waldbronn

One Shot stbl3

Invitrogen, Karlsruhe

82



Methoden

10. Methoden

10.1. Tierversuche

10.1.1. Entkalkung und Einbettung von murinen Hinterpfoten
fur histologische Untersuchungen

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten aus murinen Hinterpfoten fir die nachfolgenden
immunhistologischen Untersuchungen, mussten diese von den Mausen abprapariert,

entkalkt und geschnitten werden. Hierzu wurde das folgende Protokoll verwendet:

Die Hinterpfoten der verwendeten Versuchsmause wurden freiprapariert und je nach Dicke
des Praparates 24 h bei 4°C mit 4% PFA fixiert. Nach der Fixierung des Gewebes wurden
die Hinterpfoten in 15 ml Falconréhrchen weiterinkubiert. Die Entkalkung der Knochen verlief
Uber folgende Schritte: Zum Entfernen des PFA wurden die fixierten Praparate dreimal mit
PBS gewaschen. Anschlieliend wurde 10% EDTA/PBS auf die Praparate gegeben und diese
fir 6-8 Wochen bei Raumtemperatur inkubiert. Das 10%ige EDTA wurde alle 3-4 Tage
erneuert und der Fortschritt der Entkalkung kontrolliert. Hierzu konnte die Konsistenz des
Knochens durch vorsichtiges Anstechen mit einer Kanile Uberprift werden. Nach der
Entkalkung der Praparate wurden diese 24 h in PBS gelagert. Auch hier wurde das PBS
dreimal gewechselt. Die entkalkten Praparate wurden nun entwassert und in Zedernholzol
Uberflhrt. Hierzu lagerte man diese einen Tag in PBS, anschlieBend etwa 12 h in 70%igem
Alkohol (zweimaliges Wechseln des Alkohols), 12 h in 90%igem Alkohol (zweimalig
wechseln). Weitere 24 h spater in 96%igem Alkohol und 24 h spater in 100%iger Alkohol fir
24 h. Dann wurden die entwasserten Praparate in Zedernholzdl (Roth, Karlsruhe) Uberfuhrt.
Wiederum einen Tag spater wurden die Praparate in bei 60°C geldstes Paraffin (Roth,
Karlsruhe) gegeben. Zuerst 24 h in einem 1:2 Gemisch aus Zedernholzél und Paraffin bei
48°C. Danach 8 h in einem ersten Paraffinbad bei 60°C anschliefend 16 h in einem zweiten
Paraffinbad bei 60°C und abschlieBend 4 h im dritten Paraffinbad bei 60°C. Die nun
paraffinierten Praparate wurden am Excelsior ES (Thermo Fisher, Oberhausen)
Einbettautomat in Paraffin eingebettet und am Micro HM355S Mikrotom (Thermo Fisher,

Oberhausen) in 4 ym dicke Praparate geschnitten.
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10.2. Histologische Methoden

10.2.1. Vorbereitung von humanem Synovialgewebe fir
histologische Untersuchungen

Zur Einbettung verwendetes Synovialgewebe wurde mit PBS gewaschen und Uber Nacht in
4% PFA bei 4°C fixiert. Im Anschlufl wurde das fixierte Gewebe dreimal fir 30 min mit PBS
gewaschen und in Paraffin eingebettet. Wahrend Endoprothesenoperationen wurden
Gewebeproben der operierten RA- und OA-Patienten enthommen und diese in PBS
gelagert. Ein Teil dieser Proben wurde zur Isolierung von primaren Synovialfibroblasten fir
die Zellkultur verwendet, der Ubrige Teil des Synovialgewebes wurde in Paraffin eingebettet,
um in Gewebeschnitten Verwendung zu finden. Um Gewebeproben von RA- und OA-
Patienten in Paraffin einzubetten, wurden sie jeweils fir 24 h in 70-, 90-, 96- und 100%igem
Ethanol entwassert. Der verwendete Alkohol wurde hierbei zweimal taglich gewechselt.
AnschlieBend wurden die Praparate flr 24 h in Zedernholzdl (Merck, Karlsruhe) bei RT und
anschlieRend fur 24 h in einem 50:50 Gemisch aus Zederholzdl und Paraffin bei 48°C
gegeben. Fur jeweils weitere 12 h wurden die Proben nacheinander in funf verschiedene
Paraffinbader bei 60°C getaucht und anschlieRend achsengerecht in passende Blockformen
eingebettet, bei 4°C gehartet und anschlieliend am Mikrotom (Leica) geschnitten oder bei RT
gelagert. Am Mikrotom wurden von den Paraffinblécken, nach Kihlung auf 4°C, 5 um dicke
Serienschnitte angefertigt und diese im 40°C warmen Wasserbad vereinzelt und entfaltet.
AnschlieBend wurden die Praparate auf Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht bei 37°C

getrocknet.
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10.3. Immunologische Methoden

10.3.1. Immunhistologische Farbung von Paraffinschnitten

Zum Nachweis von Proteinen in Gewebeproben wurden diese mit spezifischen Antikérpern
(siehe Tabelle 8) markiert. Die wie in Abschnitt 10.1.1 eingebetteten und geschnittenen
humanen Gewebeproben und Mauspfoten wurden wie nachfolgend erlautert geféarbt. Zuerst
wurde das Paraffin durch 5 min dreimaliges Inkubieren in Xylolbadern entfernt. AnschlieRend

wurden die Schnitte in einer Alkoholreihe mit absteigender Konzentration inkubiert.

2 min in 100%igem Alkohol
2 min in 96%igem Alkohol
2 min in 80%igem Alkohol
2 min in 70%igem Alkohol
zweimal 2 min Aqua dest.

dreimal 5 min in TBS

Zur Demaskierung der Epitope wurden die Schnitte mit Trypsin-EDTA bedeckt und 15 min
bei 37°C inkubiert. Ein Ablaufen des Trypsin-EDTA und somit ein Austrocknen der Schnitte
wurde verhindert, indem diese zuvor mit dem Wachsstift, PAP-Pen (Kisker, Steinfurt)
umkreist wurden. Dieser bildete eine Barriere um die Schnitte. AnschlieRend wurden die
Schnitte 5 min in Aqua dest. und 5 min in TBS gewaschen, die Objekttrager in eine feuchte
Inkubationskammer Uberflhrt, mit Blockierungsldsung bedeckt (ca. 50ul je Schnitt, 10%
horse serum in TBS) und bei RT fur 30 min inkubiert. Nach der Blockierung wurde der
primare AK in Blockierungslosung entsprechend den Angaben in Tabelle 8 verdinnt und
nach Abnehmen des Blockierungsserums auf die Schnitte pipettiert. Die Inkubation erfolgte
1-2 h bei 37°C im Brutschrank oder UN bei 4°C in einer feuchten Inkubationskammer.
AnschlieRend wurde dreimal 5 min mit TBS gespllt. Der sekundare AK wurde in 1%iger
Blockierungslosung angesetzt (siehe Tabelle 8). Die Schnitte wurden mit den
entsprechenden sekundaren AK 30 min bei RT inkubiert. Wahrend dieser Inkubation, 30 min
vor Gebrauch, wurde das alkalische Phosphatase Reagenz (Linaris, Wertheim) nach
Herstellerangaben angesetzt. Nach der Inkubation mit dem sekundaren AK wurde die AK-
Lésung abgenommen und die Schnitte mit einigen Tropfen des alkalischen Phosphatase
Reagenz bedeckt und in der Feuchtkammer 30 min inkubiert und anschlieRend dreimal 3

min in TBS gewaschen. Als Substrat fur die alkalische Phosphatase wurden die Lésungen
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des Substratkits (Vector laboratories, Lérach) nach Angaben des Herstellers vorbereitet. 30
min Inkubation mit dem Substrat bei RT lichtgeschitzt und 1 min Waschen mit
Leitungswasser folgte. Zu einer Gegenfarbung der Zellkerne wurde Methylgrin (5-10 min,
RT) verwendet. Die Schnitte wurden 1 min in Aqua dest. gewaschen und in zwei kurzen
Schritten in 96%igem Alkohol inkubiert. AbschlieBend folgten 3 Schritte mit jeweils 3 min
Xylol bevor die Schnitte mit DPX (Sigma Aldrich, Minchen) eingedeckelt wurden.

10.3.2. Immunhistochemische Farbung von Zellen

Um die Lokalisation eines Proteins nachweisen zu konnen, wurden in dieser Arbeit
immunhistochemische Farbungen an fixierten Zellen durchgefihrt. Hierzu wurden Zellen mit
70-80%iger Konfluenz auf chamber slides oder Deckglaschen in 6 Lochplatten ausgesat. Die
ausgesaten Zellen wurden in den Zellkulturschalen kultiviert, stimuliert bzw. transfiziert. Das
Medium wurde abgesaugt und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Hierbei ist darauf zu
achten, die Zellen nicht austrocknen zu lassen. Anschliellend wurden die Zellen mit 4%igem
PFA far 20 min auf Eis fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen zur
Permeabilisierung 20 min mit Triton X-100 bedeckt. Erneutes dreimaliges Waschen mit PBS
entfernte das Triton X-100 von den Zellen. Zur Blockierung unspezifischer Bindestellen
wurden die fixierten Zellen mit Blockierungslésung (1% BSA, 5% goat Serum) in PBS fur 30
min bei RT oder UN bei 4°C inkubiert. Die Blockierungslésung wurde abgenommen und der
primare AK in entsprechender Verdinnung (Tabelle 8) in Blockierungslésung auf die Zellen
gegeben und 1 h bei 37°C oder UN bei 4°C inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und der sekundare AK auf die Zellen
gegeben. Auch dieser wurde in Blockierungslésung verdinnt und 1 h bei 37°C inkubiert.
Wiederum wurde dreimal mit PBS gewaschen. Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit DAPI
(1:10.000 in Blockierungslésung) oder die Farbung des Zytoskelettes durch das Pilzgift
Phalloidin, welches F-Aktin im Zytoskelett markiert (1:1000 in Blockierungsserum), das im
letzten Waschschritt fir 5 min auf die Zellen gegeben wurde. Nach 5 min Inkubation wurde
mit Aqua dest. gespult und die Deckglaschen mit Moviol (Sigma Aldrich, Minchen)
eingedeckelt. Die Visualisierung erfolgte am Olympus BX51 Mikroskop (Leica Microsystems,
Wetzlar).

10.3.3. Extraktion von Gesamtprotein

Zur Isolation von Proteinen aus adharenten Zellen wurden diese nach einmaligem Waschen

mit PBS mit NP-40 Proteinlysepuffer, der mit 1x Complete Protease Inhibitor (Roche
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Diagnostics, Mannheim) und 1 mM DTT versetzt wurde, auf Eis mittels Zellschaber vom
Boden der Zellkulturschale gekratzt und 15 min auf dem Drehrad (Carl Roth, Karlsruhe) bei
4°C inkubiert. Mittels Zentrifugation (10 min, 14.000g, 4°C) wurden die Zelltrimmer pelletiert.
Im Anschluss wurde die Proteinkonzentrationen im Uberstand bestimmt (siehe Kapitel
10.3.4). Sofern eine Lagerung der Proteinextrakte noétig war wurden diese bis zur

Verwendung bei -80°C gelagert.

10.3.4. Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration der gewonnenen Proteinextrakte wurde nach Lowry mit
dem DC Protein Assay Kit (Carl Roth, Karlsruhe) entsprechend den Herstellerangaben
durchgeflihrt. Als Standard fir eine quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration diente
eine Reihe an BSA Lésungen mit definierter Konzentration von 0-10 pg/ml. Die optische
Dichte der Standardreihe und der Proteinextrakte wurde bei 540 nm mit dem 1420 Mulitlabel
Counter Victor3 gemessen. Anhand der BSA-Standardreihe konnte die Proteinkonzentration

der Proben errechnet werden.

10.3.5. SDS-Gelelektrophorese

Um ein Protein in den Proteinextrakten mittels spezifischer Antikérper nachzuweisen, wurden
die Proteinextrakte (siehe Kapitel 10.3.3 und 10.3.4) elektrophoretisch ihrer GroRe nach mit
einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Mini PROTEAN® 3 System, BioRad, Miinchen)
(siehe unten) aufgetrennt. Definierte Proteinmengen wurden mit 6x Laemmly Protein-
Probenpuffer versetzt um einen Stapelungseffekt an der Grenze vom Sammelgel mit
neutralem pH-Wert zum Trenngel mit basischem pH-Wert zu verhindern'®. Dieses Gemisch
wurde fur 5 min bei 95°C aufgekocht. Die denaturierten Proteinextrakte wurden in die
Taschen des Sammelgels pipettiert und bei 30 mA pro Gel elektrophoretisch getrennt. Als
GroRenstandard fand der Proteinmarker Page Ruler’™ Prestained Protein Ladder

(Fermentas, St. Leon-Rot) Verwendung.
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Gelansatz (fir jeweils etwa 4 Mini-Gele mit einer Dicke von 1mm):

Sammelgel (4%): Trenngel (8%) Trenngel (10%) Trenngel (12%)

Aqua dest. 4,65 ml 9,3 ml 8,9 ml 6,6 ml
30% Acrylamid 1ml 5,3 ml 6,7 ml 8,0 ml
Tris-Puffer 1,88 mil (1 M) 5ml (1,5M) 5mi (1,5M) 5mi (1,5M)
pH 6,8 pH 8,8 pH 8,8 pH 8,8
10% SDS (v/v) 75 ul 0,2ml 0,2ml 0,2ml
10% APS (v/v) 37,5 ul 0,2ml 0,2ml 0,2ml
TEMED 7,5 ul 8 ul 8 ul 8 ul
10.3.6. Western-Blot zum immunhistologischen Nachweis von
Proteinen

Anschliellend wurden die aufgetrennten Proteine durch das Mini Trans-Blot® cell System
(BioRad, Minchen) mit einem wet Tank-Blot Verfahren auf eine proteinbindende
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (Millipore, Schwalbach) oder eine

Nitrozellulosemembran Ubertragen.

Das SDS-Gel in dem sich die, der Grof3e nach aufgetrennten Proteine befinden, wurde aus
der Laufkammer entfernt und 5-10 Minuten in Transferpuffer geschwenkt. Dieser Schritt kann
bei kleinen Proteinen den Transfer aus dem Gel deutlich erhohen, da vor dem Blotten das
Uberschissige SDS aus dem Gel gewaschen wird. Zwischenzeitig wird die Membran

vorbereitet:

PVDF Membran: 1 min in Methanol schwenken, 1 min in H,O

Nitrozellulose: kurzes Befeuchten im Transferpuffer

Der Blot wird in der Blotkammer folgendermalien zusammengesetzt: Vom Minuspol zum
Pluspol hin wird die Kammer mit zwei in Transferpuffer befeuchteten Filterpapieren
(Whatmanpaper), dem Gel, der Membran und erneut zwei Filterpapieren zusammengesetzt.
Hierbei ist besonders auf eine Iluftblasenfreie Schichtung und eine Benetzung mit
Transferpuffer zu achten. Dieser Aufbau wird in die mit Transferpuffer geflllte Blotkammer

gesetzt und ein Eispack zur Kihlung hinzugegeben. Der Transfer der Proteine aus dem
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Polyacrylamidgel auf die PVDF- oder Nitrozellulose-Membran erfolgte elektrophoretisch bei
200 V und 340 mA fir 1,5 h.

Nach dem Ubertragen der Proteine auf die Membran kann eine vollstandige
Proteintbertragung aus dem Gel mit einer Comassiefarbung Uberprift werden. Hierzu wird
das Gel fir 10 min mit Commassie (Sigma Aldrich, St.Gallen) inkubiert und danach in TBS

gewaschen. Proteine erscheinen im gefarbten Gel als blaues Bandenmuster.

Zur Visualisierung der Ubertragungsrate von Proteinen auf die Membran kann die Membran
mit Ponceau S gefarbt werden, welches nach 1 min Inkubation deutlich die Ubertragenen
Proteine auf der Membran rot einfarbt. Nach Abspllen der Farbung mit TBS kann mit der

AK-Farbung begonnen werden.

Die auf eine Membran Ubertragenen Proteine wurden Uber das hier aufgeflihrte Protokoll
mittels AK detektiert, die gegen das zu untersuchende Protein gerichtet waren. Um
unspezifische Antikorperbindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran fir 1 h bei
Raumtemperatur mit Blockierldésung inkubiert. Nach erfolgter Blockierung wurde die
Membran entweder fir 1-2 h bei Raumtemperatur oder bei 4°C UN mit dem entsprechenden
primaren Antikdrper in Blockierlosung (Tabelle 5) inkubiert. Anschlieend wurde die
Membran dreimal fur 10 min mit TBS gewaschen und fur 1 h mit einem entsprechenden

HRP-konjugierten sekundaren Antikorper in Blockierldsung geschwenkt.

In drei Waschschritten (je 10 min mit TBS-T) wurde erneut gewaschen und die Membran fur
1 min mit enhanced chemiluminescence (ECL)-L6sung (ECL Western Blotting System, GE
Healthcare, Freiburg), entsprechend den Herstellerangaben inkubiert. Zur Detektion wurde
die feuchte Membran in Folie eingeschlagen und mit einem R&ntgenfilm (Hyperfiim, HE
Healthcare, Freiburg) bedeckt. Die an den sekundaren AK gekoppelte Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) katalysiert die Oxidation des Luminols im ECL und |6st damit
eine Lumineszenz aus, die den auf die Membran gelegten Hyperfiim belichtet. Der Film
wurde nach einer Expositionszeit von 1-20 min (in Abhangigkeit von der Intensitat der zu
erwartenden Bande) in der Entwicklermaschine Optimax TypTR (MS Laborgerate, Wiesloch)

entwickelt.

Da sich die Proteine auf der Membran mehrfach mit unterschiedlichen AK markieren lassen
ist es mdglich mehrere unterschiedliche Proteine nachzuweisen. Um den Antikdrperkomplex
wieder von der Membran zu l6sen, wurde das folgende Protokoll verwendet: Die Membran
wurde 10 min in Stripping-Puffer inkubiert, um folgend in 10 mM Tris pH 8,8 und dann in TBS
fir 10 min gewaschen zu werden. Nach dieser Behandlung konnten die Proteine auf der
PVDF-Membran erneut blockiert und mit primaren und sekundaren Antikdrpern inkubiert

werden.
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10.4. Zellbiologische Methoden

10.4.1. Zellkultur

Bei den Zellkulturarbeiten wurde an der Sterilbank HeraSafe (Heraeus, Hanau) gearbeitet.
Inkubiert wurden die Zellen im Forma direct heat CO, Inkubator (Thermo Fischer, Dreieich)
unter Standardbedingungen (37°C, 5% Kohlendioxid, 95% relative Luftfeuchtigkeit). Bei
Konfluenz der Zellen wurden diese mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA-L6sung (PAA
Laboratories, Colbe) versetzt und bis zum Ablésen der Zellen bei 37°C inkubiert. Alle
abgelosten Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen, gewaschen und in neue
Zellkulturflaschen uberfuhrt oder fur die entsprechenden Versuche eingesetzt. Zellzahlen
wurden mit der Neubauer Zahlkammer am Mikroskop bestimmt. Alternativ wurde die
Bestimmung der Zahl der verwendeten Zellen mit dem Casy Modell TT Cell Counter (Roche
Diagnostic, Mannheim) Zahlsystem durchgefuhrt. Flr die Experimente wurden die primaren

Zellen zwischen Passage 3 und 9 eingesetzt.

10.4.2. Isolierung und Kultivierung von primaren
Synovialfibroblasten aus humanem Synovialgewebe

Zur Untersuchung der Proteinexpression, der Lokalisation von Proteinen wie auch der
funktionellen Konsequenzen veranderter Stimuli wurden Zellkulturexperimente in humanen
Synovialfibroblasten (SF) durchgefiihrt. Hierzu mussten die RASF und OASF aus den
entsprechenden Synovialgeweben isoliert und kultiviert werden. Synovialgewebe von
Patienten mit Rheumatoider Arthritis oder Osteoarthrose wurde nach indizierten
chirurgischen Eingriffen in der Orthopadischen Klinik des KMG Klinikums Kyritz und der
Klinik fir Rheumatologie im St. Josef- Stift Sendenhorst entnommen und in sterilem PBS bis
zur Isolierung der Fibroblasten gelagert. Zur Isolierung der Synovialfibroblasten wurde das
Gewebe in eine sterile Schale gegeben und mittels Skalpell in kleine Stlicke geschnitten.
Anschlielend wurde es in 50 ml Réhrchen gegeben und mit der sterilen Dispase-Losung flr
2 h bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde das grobe Gewebe entnommen
und das Medium Uber einen 40 uym Filter gegeben um die schwebenden Gewebestlicke zu
entfernen. Die im Medium enthaltenen Synovialfibroblasten wurden mittels Zentrifugation
(1200 x g, 10 min) pelletiert, in supplementiertem DMEM aufgenommen und danach in eine

entsprechende Zellkulturflaschen Uberflhrt und kultiviert. Osteoarthritische
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Synovialfibroblasten (OASF) wurden im Rahmen dieser Arbeit als Vergleich zu den RASF
eingesetzt. Zur Kultivierung wurde Dulbecco's Modified Eagle's Medium, High Glucose mit
10% FCS und Penicillin/Streptomycin als Zusatz verwendet. Rheumatoid Arthritische
Synovialfibroblasten (RASF) wurden ebenfalls aus Gewebe, dass bei einer
Prothesenoperation entnommen wurde kultiviert. Wie bei den OASF wurde Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, High Glucose mit 10% FCS und Penecillin/Streptomycin als

Zusatz verwendet.

10.4.3. Isolierung und Kultivierung von primaren murinen
Maussynovialfibroblasten

Die verwendeten Maussynovialfibroblasten der wt bzw. hTNFtg Mause wurden aus den
Gelenken der entsprechenden Mause isoliert. Nach Abtrennen der Hinterldufe wurden die
Beine von Fell und Haut befreit, der Tarsus freiprapariert (entfernen der Zehen und
Abtrennung der Pfote in Hohe des Sprunggelenkes) und in PBS bei 4°C gelagert.

Wahrend der Isolation wurde 75 mg Dispase Il unter Schitteln in 37°C warmem DMEM
geldst und steril filtriert (0,2 pm Filter). In 5 ml mit Dispase |l versetztem Medium wurden die
praparierten Pfoten in einer sterilen Zellkulturplatte mit einem Skalpell zerkleinert. Das derart
gewonnene Gewebe wurde in ein 50 ml Reaktionsgefall gegeben, mit 15-20 ml Dispase
Lésung bedeckt und 2 h bei 37 °C geschittelt. Um die Ausbeute bei der Praparation zu
optimieren, wurde die Lésung alle 15 min stark gevortext. Die Lésung mit den gewonnenen
Zellen wurden durch einen 40 uym Filter gegeben und (14000g/10 min/4 °C) pelletiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde vorsichtig dreimal mit PBS gewaschen und in 5 ml DMEM
mit 10x FCS und Penicillin/Streptomycin aufgenommen und in eine T-25 Zellkulturflasche

gegeben. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgeflhrt.

10.4.4. Kryokonservierung von Zellen

Kultivierte Zellen konnten in flissigem Stickstoff bis zur Verwendung in der Zellkultur
gelagert werden. Das Medium der Zellen wurde entfernt und die Zellen einmal mit PBS
gewaschen um das Medium vollstandig zu entfernen. 1 ml Trypsin wurde auf die Zellen
gegeben und die Gewebekulturflasche 5 min bei 37°C inkubiert. 10 min Zentrifugation bei
1500 rpm pelletierten die abgelésten Zellen. Das Pellet wurde einmal mit PBS gewaschen,
der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 900 pyl FCS und 10% DMSO in

CryoPure EinfriergefalRe (Saerstedt, Nurnbrecht) tberflhrt. Die Zellen wurden in einen Cryo
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Freezing Contaigner (Thermo Scientific, Schwerte) gelagert und mindestens einen Tag bei -
80°C eingefroren. AnschlieBend wurden die Zellen dauerhaft in einen Cryo 100

Stickstoffcontainer (Thermo, Bonn) zur Lagerung Uberfuhrt.

Um eingefrorene Zellen aus der Stickstofflagerung wieder in die Zellkultur zu tberflihren
wurden diese mdglichst schnell im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Um den Stress des
Auftauprozesses fur die Zellen zu minimieren, wurden 10 ml DMEM mit Zusatzen (10%
FCS/Penstrep) in 15 ml Reaktionsgefal® (BD, Heidelberg) vorgelegt und die aufgetauten
Zellen zlgig in das Reaktionsgefald tberfihrt. Eine anschlieBende Zentrifugation 10 min,
1500rpm) pelletierte die Zellen. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in den
entsprechenden Nahrmedien aufgenommen, in eine Gewebekulturflasche Uberfihrt und im
Brutschrank bei 37°C, 5% Kohlendioxid, 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Ein

Mediumwechsel am Folgetag sollte DMSO Reste im Medium entfernen.

10.4.5. Transfektion von kultivierten Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Einbringung von
Fremd-DNA oder siRNA in eukaryotische Zellen verwendet. Zum Einen die Lipofektion (hier
mit Lipofectamine 2000, Invitrogen, Karlsruhe) zum Anderen die Nukleofektion (hier mit der
AMAXA-Methode, LONZA, Koln).

Transfektionen der primaren Fibroblasten wurden mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Lipofektion wurde nach 4 h durch den
Austausch des DNA-Lipofectamin-Gemisches mit frischem Kulturmedium beendet.

Zur Nukleofektion von Plasmiden in primare Synovialfibroblasten wurde das AMAXA

Nukleofector Kit (Lonza, Basel) verwendet'®

. Je Ansatz wurden 82,5 ul Nucleofector
Solution und 18,3 ul Supplement angesetzt. Die zu transfizierende DNA wurde bei RT
aufgetaut. Das Medium wurde von den zu transfizierenden Zellen abgenommen und die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von 1 ml Trypsin und Inkubation von 5
min bei 37 °C wurden die Zellen von der Kulturflasche abgelost. Mittels Zugabe von 200 pl
FCS wurde die Trypsinisierung gestoppt und die Zellsuspension in ein 50 ml Reaktionsgefaly
Uberflhrt. Unter Verwendung der Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und in
Abhangigkeit vom Versuch in entsprechender Menge in ein 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefald gegeben. Diese Zellen wurden in einem 10 min Zentrifugationsschritt
pelletiert (200 g), der Uberstand abgenommen und das Zellpellett kurz getrocknet und
maximal 15 min in der Solution des AMAXA kits inkubiert. Die Zellen wurden in 100 ul der

Solution des AMAXA kits aufgenommen und 3 ug DNA in die Zellsolution gegeben. In dieser
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Lésung wurden die Zellen blasenfrei resuspendiert und in eine der im Kit enthaltenen
AMAXA Reaktionskivette Uberfihrt. Die Kuivette wurde in den AMAXA Nucleofector
eingesetzt und unter Verwendung von Programm U23 (fir primare Fibroblasten)
transformiert. Die Kiuvette wurde nach erfolgter elektroporetischer Transfektion umgehend
entnommen und 500 pl vorgewarmtes DMEM Medium mit FCS und Penicillin/Streptomycin
auf die Zellen gegeben. Mittels einer AMAXA Pipetten wurden die transfizierten Zellen in ein

6er Zellkulturschale ausgesat.

10.4.6. Bestimmung der Proliferationsrate eukaryotischer
Zellen

Das BrdU Cell Proliferation Kit von Millipore (Schwalbach) wurde zur Bestimmung der
Proliferationsrate von Zellen verwendet. Hierbei wird Bromdesoxyuridin (BrdU), ein
chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw. Desoxyuridin, in neu synthetisierte

DNA Strange aktiv proliferierender Zellen eingebaut.

Fir einen Proliferationsversuch wurden 10.000 Zellen je well einer 96er Zellkulturschale in
100 pl Kulturmedium ausgesat. Nach 24 h wurde fir weitere 24 h BrdU zu den Zellen
gegeben. Als Kontrolle dienten Zellen ohne Zusatz von BrdU. AnschlieRend wurden die
Proben nach Herstellerangaben fixiert und der Einbau von BrdU nach dem Standardprotokoll
des BrdU Cell Proliferation Kit analysiert. Die Messung der Proben erfolgte bei 450/550 nm
mit dem 1420 Multilabel Counter Victor3 (Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim).

10.4.7. Bestimmung der Apoptoserate eukaryotischer Zellen

Zur Quantifizierung der Apoptose wurde der Caspase 3/7 Assay (Promega, Mannheim) nach
Herstellerangaben verwendet. Mit Hilfe dieses Assays wurde die Caspase 3 und 7 Aktivitat
mittels eines fluorometrischen Substrats bestimmt. Zur Untersuchung der Wirkung von
endogenen SENPs wurden 10.000 Zellen je well einer 96er auf einer Kulturplatte in 100 pl
Kulturmedium ausgesat. Die Apoptose wurde nach einer Inkubation der Zellen fir 16 h mit
100 ng/ml rhFas Ligand (rhFasL; Bender MedSystems, Wien) bestimmt. Hierzu wurde der
Assaypuffer mit dem Substrat in einem Verhaltnis von 1:100 angesetzt und jeweils 100 pl pro
Zellkulturschale auf die Zellen gegeben. Dieser Ansatz wurde inkubiert und im Abstand von 1
h die Emission bei 521 nm gemessen. Zum Abzug des Hintergrundsignales wurden jeweils
ein leeres well sowie unbehandelte Zellen mitgemessen. Die Messung der Proben wurde bei

allen Versuchsansatzen mit dem 7420 Mulilabel Counter Victor3 durchgefihrt.
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10.4.8. Bestimmung der murinen pro-MMP-9 Sekretion
eukaryotischer Zellen

Zur Ermittlung der murinen pro-MMP-9 Level wurden Uberstande aus den Zellkulturschalen
abgenommen und in einer Verdinnung, die das Nachweismaximum des ELISA-Kits nicht
Uberschreiten durfte, in einem Quantikine murine pro-MMP-9 ELISA (R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt) nach Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Bestimmung der
murinen pro-MMP-9 Level erfolgte am 7420 Multilabel Counter Victor 3 bei einer

Wellenlange von 459/540 nm.
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10.5. Molekularbiologische Methoden

10.5.1. Isolation von GesamtRNA und Reverse Transkription
von cDNA

Um durch PCR-Ansatze die transkriptionelle Aktivitdt eines Genes bestimmen zu kdnnen,
wurde GesamtRNA aus kultivierten Synovialfibroblasten nach dem folgenden Protokoll
isoliert und mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die Extraktion der
GesamtRNA aus den verschiedenen primaren Synovialfibroblasten wurde mit dem Kit-
System Mini RNA Isolation I (Zymo Research, Orange, USA) entsprechend den
Herstellerangaben durchgefihrt. Eluiert wurde die Gesamt mRNA in 30 uyl RNase freiem
Wasser. Vor der reversen Transkription wurde die isolierte GesamtRNA fiir 5 min bei 70°C
inkubiert und anschlieRend auf Eis uberfuhrt. Die GesamtRNA wurde mittels der M-MLV-
Reverse Transkriptase (Promega, Mannheim) wie folgt in komplementare Einzelstrang-DNA
(cDNA) umgeschrieben. Die Synthese der cDNA erfolgte fur 1,5 h bei 37°C in einem
Thermoschuttler (HLC Biotech, Pforzheim).

8 ul 5x First Strand Puffer (Invitrogen, Karlsruhe)
2 ul Random Hexamers (100 pmol/ul, Promega, Mannheim)
4 ul BSA (1 mg/ml, Promega, Mannheim)

2 ul dNTPs (80 mM, Peqlab, Erlangen)

4 ul DTT (100 mM, Invitrogen, Karlsruhe)
1l RNAse-Inhibitor (Promega, Mannheim)
2 ul M-MLV-Reverse Transkriptase (Promega, Mannheim)

500 ng Gesamt-RNA
ad 40 ul RNase freies Wasser

10.5.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die semi-quantitative Polymerasekettenreaktion wurde zur Amplifikation spezifischer DNA-
Abschnitte aus cDNA (siehe 10.5.1) eingesetzt. PCR-Reaktionen wurden entweder im 25 pl

oder im 50 pl Reaktionsansatz durchgefihrt. Verwendung fanden die Taqg-Polymerase
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(Qiagen, Dusseldorf) und die Pfx-Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe). Die Taq-Polymerase
wurde in den Versuchen zur transkriptionellen Expression von SUMO-2/3, SENP5 und
SENP7 eingesetzt, die Pfx-Polymerase fand in den Versuchen zur Klonierung der

Expressionsvektoren Verwendung.

Protokoll 1: Ansatz 25 pl (Taq-Polymerase):

2,5l 10x PCR-Puffer

1ul 10 mM dNTP Mix

1l for Primer (10 pmol/ul)
1l rev Primer (10 pmol/ul)
0,5 ul Taqg-Polymerase

2,5 ul cDNA

ad 25 ul RNase freies Wasser

Protokoll 2: Ansatz 50 pl (Pfx-Polymerase)

5ul 10x Pfx Amplification Buffer

1,5 ul 10 mM dNTPs (10 mM)

1 ul Mg,SO,

1,5 ul 1 Primer mix (10 uM)

=1 ul cDNA

1l Platinum® Pfx DNA Polymerase

ad 50 ul DEPC Wasser
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Die PCR wurde im iCycler von BioRad (Minchen) mit dem entsprechenden Programm

durchgeflhrt:

PCR humanes SUMO-2/3:
Initiale Denaturierung  95°C
Denaturierung 95°C

Primerhybridisierung 62°C

Elongation 72°C
Finale Elongation 72°C
Lagerung 4°C

PCR humanes SENPS5:
Initiale Denaturierung  95°C
Denaturierung 95°C

Primerhybridisierung 62°C

Elongation 72°C
Finale Elongation 72°C
Lagerung 4°C

PCR murines SENP5:
Initiale Denaturierung  95°C
Denaturierung 95°C

Primerhybridisierung 62°C

Elongation 72°C
Finale Elongation 72°C
Lagerung 4°C

5 min

1 min

1 min 25 Zyklen
30 sec

5 min

5 min
1 min
1 min 30 Zyklen
1 min

5 min

5 min
1 min
1 min 30 Zyklen
1 min

5 min
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PCR humanes SENP7:

Initiale Denaturierung  95°C 5 min

Denaturierung 95°C 1 min

Primerhybridisierung 62°C 1 min 30 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec

Finale Elongation 72°C 5 min

Lagerung 4°C 0

PCR murines SENP7:

Initiale Denaturierung  95°C 5 min

Denaturierung 95°C 45 sec

Primerhybridisierung ~ 55°C 45 sec 30 Zyklen
Elongation 72°C 30 sec

Finale Elongation 72°C 5 min

Lagerung 4°C 0

10.5.3. Genotypisierung der hTNFtg Maus

Um eine Unterscheidung zwischen hTNFtg und wt Mausen treffen zu kénnen, wurde
genomische DNA aus Mausgewebe isoliert. Schwanzspitzen bzw. Gewebeproben aus
Ohrstanzungen der zu genotypisierenden Mause wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalten verwart
und mittels des REDExtract-N-Amp'Tissue PCR Kits (Sigma-Aldrich, Miinchen) wie folgt
aufbereitet. 100 ul Extraktionslésung und 25 pl Gewebepraparationslésung wurden zu jeder
Probe pipettiert und auf einem Thermoschuttler bei 37°C fir 1 h bei 600 rpm geschuttelt.
Abschlielend wurden die Proben auf 95°C fir 4 min erhitzt und mit 100 pl
Neutralisationslésung vermengt. Diese Extrakte wurden bei 4°C aufbewahrt oder direkt in
einer Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Es wurde je Mausbiopsie ein PCR-Ansatz mit
GAPDH Primern als Kontrolle sowie ein Ansatz mit huTNF Primern angesetzt (Tabelle 6).
Als Negativkontrolle wurde ein PCR-Ansatz mit DEPC-Wasser als template mitgefuhrt. Zur
Genotypisierung wurde der Mastermix Red-Taq (Sigma Aldrich, Minchen) nach folgendem

Protokoll eingesetzt:
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Protokoll (Genotypisierungen): Ansatz 20 pl

10 pl Red Taq Mastermix (Reaktionspuffer, dNTPs und Taq-Polymerase)
1l for Primer (10 pmol/ul)

1l rev Primer (10 pmol/ul)

1-2 ul genomische DNA

ad 20 yl RNase freies Wasser

PCR-Programm

Initiale Denaturierung  95°C 4 min

Denaturierung 95°C 30 sec

Primerhybridisierung 58,5°C 30 sec 35 Zyklen
Elongation 72°C 45 sec

Finale Elongation 72°C 5 min

Lagerung 10°C 0

10.5.4. Agarose Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Gréssenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte eine Agarose-
Gelelektrophorese mit 0,8 bis 3%igen Agarosegelen in TAE-Puffer. Zur anschlieRenden
Visualisierung der Banden mit UV-Licht wurde dem Agarosegel 0,2 ug/ml Ethidiumbromid
zugesetzt. Die PCR-Amplifikate wurden mit 6x Ladepuffer versetzt und anschlieBend im
Agarosegel bei einer Spannung von 80 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die verwendeten
GroRenstandards, DNA-Marker 100 bp Ladder bzw. 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-
Rot) wurden zur Ermittlung der FragmentgréRen herangezogen. Die Dokumentation erfolgte

mit dem Dokumentationssystem Infinity Modell 1000 (Peqlab, Erlangen).
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10.5.5. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Sollten aufgetrennte DNA-Fragmente oder Plasmide in nachfolgenden Experimenten
verwendet werden, so wurden diese auf einem UV-Tisch visualisiert, mit einem Skalpell aus
dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem NucleoSpin Extract Kit (Macherey & Nagel,

Duiren) entsprechend den Herstellerangaben isoliert und aufgereinigt.

10.5.6. Photometrische Bestimmung der
Nukleinsaurekonzentration

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit gewonnener DNA bzw. RNA wurden die
Proben in DEPC-Wasser oder TE-Puffer verdinnt. Im Eppendorf Photometer plus
(Eppendorf, Hamburg) wurde die Absorption der Proben bei einer Wellenlange von 260 und
280 nm gegen DEPC/TE-Puffer als Leerwert gemessen. Das Verhaltnis zwischen der
optischen Dichte von 260 nm und 280 nm lieferte einen Eindruck Uber die Reinheit der Probe
(ein  Verhéltnis der beiden Werte von 1,8 entspricht reiner DNA). In der
Konzentrationsbestimmung wurde die optische Dichte von 1 bei 260 nm als 50 pg/ml

doppelstrangiger DNA oder 37 pg/ml Einzelstrang-RNA angenommen.

10.5.7. Restriktionsverdau

DNA- Doppelstrange kénnen mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen an bestimmten DNA-
Erkennungssequenzen enzymatisch geschnitten werden. Sollten in den durchgeflihrten
Klonierungen Vektoren linearisiert werden oder Transformationen auf die erfolgte Insertion
eines DNA-Konstruktes uberprift werden, wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Die
eingesetzten Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fermentas (St. Leon Rot) bezogen.
Unter Verwendung der zu den Restriktionsenzymen gehérenden Puffer, wurde die Plasmid-
DNA oder das PCR-Amplifikat mit den entsprechenden Restriktionsenzymen fir 1,5 h bei
37°C inkubiert und der Ansatz anschlielRend elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt
(10.5.4).
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Restriktionsansatz:

250 ng bis 1Tug  DNA

1 ul Restriktionsendonuklease
2 ul 10 x Puffer
ad 20 ul dd H,0

10.5.8. Ligation

Zur Einbringung eines DNA-Inserts in einen linearisierten Expressionsvektor, wurde eine
Ligation durchgeflihrt. In der Ligation wurde die T4-DNA Ligase von Invitrogen (Karlsruhe)
mit dem entsprechenden Ligationspuffer verwendet. Der linearisierte Expressionsvektor und
das DNA-/nsert wurden im Verhaltnis 1:3 eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde bei
Raumtemperatur fiir 1 h oder bei 4°C UN inkubiert.

Ligationsansatz:

5ul Puffer (2x)
1 ul T4 Ligase
50 ng (0,025 pmol) Vektor (3kb)
50 ng (0,076 pmol) Insert (1kb)
auf 20 ul DEPC
10.5.9. Transformation von Bakterien

Zur gezielten Vermehrung der Expressionsvektoren wurden diese mittels einer chemischen
Transformation in Escherichia coli (E. coli) eingebracht und vermehrt. Zur chemischen
Transformation wurden die chemisch kompetenten E. coli (siehe Tabelle 10) auf Eis
aufgetaut. Nach der Zugabe von 2 bis 5 ul des Ligationsansatzes wurden die Bakterien fir
30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein Hitzeschock von 30 sec bei 42°C, gefolgt
von 2 min Inkubation auf Eis. Nach der Zugabe von 1 ml antibiotikafreiem Lysogeny Broth
(LB)-Medium (LB Broth ultrapure; USB Corporation, Cleveland, USA) folgte die Inkubation

des Transformationsansatzes flir 1 h bei 37°C unter Schiutteln bei 300 rpm. Innerhalb dieses
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Zeitraumes konnen Bakterien die den, mit einer Antibiotikarestistenz ausgestatteten
Expressionsvektor aufgenommen haben, die Antibiotikaresistenz ausbilden. Der
Transformationsansatz wurde abschlieRend auf LB-Agarplatten (LB Agar ultrapure; USB
Corporation, Cleveland, USA), die 100 upg/ml Ampicillin oder 100 upg/ml Kanamycin
enthielten, ausplattiert. E. coli Bakterien, die einen Expressionsvektor aufgenommen haben
werden durch das Antibiotikum selektiert. Nach der Inkubation der Platten bei 37°C Uber
Nacht konnten gezielt einzelne Kolonien mittels einer Pipettenspitze gepickt und in 3 ml LB-

Medium (mit Antibiotika) bei 37°C unter Schiitteln vermehrt werden.

10.5.10. Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus den E. coli Bakterien, wurde diese nach dem folgenden
Protokoll aufgearbeitet. Einzelne Kolonien der transformierten E. colis wurden mit einer
Pipettenspitze gezielt gepickt. Diese Klone wurden in 3 ml LB-Medium (mit Antibiotika) UN
bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden diese Kulturen bei 4000 rpm 10 min pelletiert und
mit 200 pl Plasmid-Puffer | resuspendiert. Durch die Zugabe von 200 pl Plasmid-Puffer Il und
Inkubation fir 5 min bei RT wurden die Bakterien lysiert. Diese Lyse wurde mit 200 pl
Plasmid-Puffer Il fir 10 min auf Eis gestoppt. Nach der Zentrifugation fir 20 min bei 18000 g
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Durch Zugabe von 500 pl
Isopropanol wurde unter Schwenken die im Uberstand befindliche Plasmid-DNA ausgefallt.
Eine anschlieRende Zentrifugation flr 30 min bei 18000 g und 4°C pelletierte diese Plasmid-
DNA. Zur Reinigung wurde das erhaltene Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen und
nach erneuter Zentrifugation (5 min, 18000 g) getrocknet. Wichtig war die vollstandige
Beseitigung (durch Trocknung) der Alkoholreste. Das getrocknete Pellet wurde in 30 pl
DEPC resuspendiert. Im Anschluss an diese Minipraparation erfolgte ein Kontrollverdau
mittels  Restriktionsendonukleasen  (siehe  10.5.7) und eine  anschlieBende
gelelektrophoretische Auftrennung der Plasmid-DNA. Positive Klone wurden fir eine
Maxipraparation ausgewahlt. Diese wurden in 150 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) UN bei
37°C geschuttelt, bei 4000 rpm pelletiert und mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Plasmid-DNA wurde anschlielend in 100

pl TAE-Puffer resuspendiert.
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10.5.11. Sequenzierung der DNA

Zur Sequenzierung von DNA-Abschnitten wurde bei der Firma GATC-Biotech (Konstanz) mit
den firmeneigenen Primern sequenziert. In Abhangigkeit von den verwendeten Vektoren
wurden passende Primerkombinationen gewahlt, in der Regel wurden M13 forward und
reverse Primer verwendet. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden anschlieBend mittels
Alignment mit der Originalsequenz des inserts Uberprift, das mit Hilfe von ExPASy

Proteomics tools (http://www.expasy.ch/tools/) erstellt wurde.

10.6.  Statistik

Die gemessenen Werte in den Versuchen zur Proliferation, Apoptose und murinen pro-MMP-
9 Sekretion wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Zur statistischen
Analyse und Darstellung wurden die Programme Microsoft Office Excel 2010 und GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, USA) verwendet. Ein p-Wert von <0,05
zwischen den verglichenen Gruppen, wurde als statistisch signifikant erachtet und im

Diagramm durch einen Signifikanzstern gekennzeichnet.
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