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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Definition und Klinik der reaktiven Arthritis

Der Terminus ,reaktive Arthritis* wurde eingefuhrt, um die Assoziation zwischen einer
Infektion des Darmes oder des Urogenitaltraktes mit gram-negativen Darmkeimen, wie
Yersinia enterocoliticander anderen Keimen wighlamydia trachomatjsund einer
Arthritis zu beschreiben. Grund der Definition war die Bemuihung, diese Erkrankung,
welche sich durch eine sterile Entzindung der Gelenke auszeichnete, von den
infektiosen, eitrigen Arthritiden abzugrenzen [4]. Wenige Jahre spater, kurz nachdem
die Assoziation zwischen HLA B27 und der ankylosierenden Spondylitis entdeckt
worden war, wurde die reaktive Arthritis mit diesem genetischen Marker in Verbindung
gebracht und nun HLA B27 assoziierte reaktive Arthritis genannt [17]. Diese
Benennung wird bis heute beibehalten, was sich als sinnvoll erweist, da neben den
Yersinien weitere Erreger, wie Salmonellen, Campylobacter, Shigellen und
Chlamydien, zur reaktiven Arthritis fihren kdnnen [2]. Jedoch bleibt das Bakterium
Yersinia enterocoliticziner der haufigsten Erreger einer reaktiven Arthritis [75].

Klinisch handelt es sich bei der reaktiven Arthritis um eine entzundliche
Gelenkerkrankung, die para- bzw. postinfektios im Rahmen einer extraartikularen
bakteriellen Infektion auftritt. Manifestationen sind Oligoarthritiden der unteren
Extremitat oder Polyarthritiden. Eine Achsenskelettbeteiligung in Form einer
Sakraoiliitis, Spondylitis oder Spondylarthritis ist selten. Zuséatzlich sind zum Teil
extraartikulare Symptome an Haut und Augen zu finden [56]. Die Kombination von
Urethritis/Enteritis mit Arthritis und Konjunktivitis/Uveitis bezeichnet man als ,Reiter-
Syndrom*. Die reaktive Arthritis kann mit leichten Arthralgien bis zu schwerer
Polyarthritis nach einer vorangegangenden intestinalen Infektion, mit oder ohne
Diarrhg, innerhalb weniger Tage bis Wochen beginnen. Die meisten Patienten zeigen
keine Spatmanifestationen, doch entwickeln einzelne eine chronische Arthritis bis hin

zur ankylosierenden Spondylitis [49].
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1.2. Theorien Uber die Pathogenese der reaktiven Arthritis

Urspriinglich wurde die Krankheit als eine sterile Gelenkentziindung nach
vorangegangener Infektion im Korper definiert, die an unterschiedlichen Stellen, wie
Darm oder Urogenitaltrakt, stattfinden konnte, aber nicht im Gelenk zu finden war. Als
reaktive Arthritis verursachende Erreger werden allgemein Yersinien, Salmonellen,
Shigellen, Campylobacter und Chlamydien akzeptiert [2]. Diese unterscheiden sich in
vielerlei Hinsicht, haben aber auch bedeutende Gemeinsamkeiten. So zum Beispiel sind
sie in der Lage, priméare Infektionen innerhalb der Mucosa herbeizufihren, besitzen als
Oberflachenmerkmal Lipopolysaccharide (LPS) und sind fakultativ intrazellular
wachsende Keime, auf3er Chlamydien, welche obligat intrazellular wachsende Keime
sind. Die ausgeloste Krankheit ist HLA B27-assoziiert [2]. Ein neuer Erklarungsansatz
zur Pathogenese besagt, dass Bakterien in Folge einer Bakteridmie in Synovialzellen
eindringen und diese infizieren [74]. Die Frage nach der Existenz von lebenden Keimen
im synovialen Gewebe konnte nicht geklart werden, da Versuche, die Erreger in den
befallenen Gelenken nachzuweisen, bisher aul3er bei Chlamydien fehlschlugen [51].
Auch wurde in Synovialflissigkeiten, nach vorausgegangenem Antigenfund, nach DNA
gesucht. Diese konnte nicht entdeckt werden [77]. Damit muf3te die Vorstellung der
Pathogenese der reaktiven Arthritis neu Uberdacht werden [31]. Weitere Forschungen
zeigten, dass Wirtsfaktoren und bakterielle Produkte im Gelenk fur die Entstehung der
reaktiven Arthritis eine grol3e Rolle zu spielen scheinen [34]. Als erste Entdeckung
wurden vor ca. zehn Jahren Chlamydien-Antigene [66] und Lipopolysaccharide von
Yersinien innerhalb Zellen der Synovialflissigkeit gefunden [34; 30]. Vermutlich
gelangen auch Yersinien oder andere Keime in der frihen Phase, d.h. in der Zeit vor
arthritischen Symptomen, durch die Blutzirkulation in synoviales Gewebe und
etablieren dort fur einige Tage eine Infektion [32]. Es deutet aber viel darauf hin, dass
die Keime durch Makrophagen, nachdem sie von diesen phagozytiert wurden, auf dem
Blutweg in das Gelenk transportiert werden und nicht frei dorthin verschleppt werden.
Bei Patienten mit Yersinien-induzierter reaktiver Arthritis wurden Bestandteile der
Bakterien in Makrophagen und Neutrophilen gefunden, die sich in der
Synovialflissigkeit des befallenen Gelenkes befanden [34]. Im Gelenk werden die

Yersinien nach Apoptose der phagozytierenden Zellen wieder frei und haben die
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Moglichkeit, in Fibroblasten einzudringen [61]. Dass sie auch wirklich fahig sind, in
Fibroblasten hineinzugelangen und dort zu persistieren, wurde eindeutig gezeigt [41].
Jedoch verschlechtert sich die Fahigkeit des eingedrungenen Bakteriums, sich zu
vermehren, und letztendlich verschwindet es nach 4 bis 8 Wochen [39]. Seit kurzer Zeit
konnte auch bakterielle DNA in Synovialflissigkeit nachgewiesen werden, allerdings
gelang dies nur von Salmonellen und Chlamydien [72; 55]. Diese Beobachtungen
werfen die Frage nach der Rolle der Zytokine auf, und wie die vermutlich intrazellular
ablaufenden Vorgange des Uberlebens und spateren Absterbens von Yersinien in

Fibroblasten vor sich gehen.

1.3. Intrazellulare Prozesse in infizierten Fibroblasten
1.3.1. Zytokine

Bei Patienten mit reaktiver Arthritis wurde gezeigt, dass die entziindete Synovia mit
Leukozyten infiltriert ist, welche proinflammatorische Zytokine produzieren, zum
Beispiel TNFa oder Interleukin-1. Im entzindlichen Gelenk wurden viele T-Zellen
gefunden, welche nur zum Teil einer spezifischen Immunantwort zuzuordnen sind [37].
Ob es sich hauptsachlich um Thl-Zellen oder auch um Th2-Zellen handelt ist noch
nicht geklart. Beobachtet wurde aber, dass sowohl Thl- als auch Th2-Zellen die
Funktion von Fibroblasten modulieren kdnnen, so zum Beispiel deren Fahigkeit zur
Bildung von Zytokinen oder die Expression von Adh&sionsmolekilen [65]. In
experimentellen Versuchen mit M&ausen konnte eine protektive Wirkung vonoTNF-
Interferony, Interleukin-12 und Interleukin-18 fur den infizierten Fibroblasten
beobachtet werden [7; 8]. Durch die Behandlung von infizierten Synovialzellen mit
unterschiedlichen Zytokinen konnte Interleukin-1, Tiknd Interferony die Wirkung
zugeschrieben werden, die Bakterienkonzentration zu senken, wobei die intrazellulare
Antigenkonzentration konstant blieb. Interleukin-4 hingegen war fir das
Bakteriumwachstum forderlich und besal® zuséatzlich die Fahigkeit, die Wirkung von
TNF-a und Interferony zu antagonisieren. Zytokine beeinflussen damit das Uberleben
von Yersinia enterocolitican Synovialzellen mit unterschiedlichem Ergebnis [40].
Reguliert werden TNFer und weitere Zytokine unter anderem durch eine Stimulierung
des Transkriptionsfaktors NiB [6].
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1.3.2. Die Proteine NKB und kB

1986 wurde NF«B zum erstenmal Gegenstand der Forschung. Damals wurde der
Transkriptionsfaktor in B-Zellen beschrieben [62]. Kurze Zeit spater konnte gezeigt
werden, dass NkB auch in anderen Zellen aktiviert wird [63]. Bald darauf wurden
funktionelle NFkKB Bindungsstellen in Promotoren von vielen Genen gefunden.
Typisch fir das Protein ist, dass die KB-Bindungsstellen als induzierbare,
regulatorische Transkriptionselemente dienen, welche auf immunologische Stimuli
antworten. Das Erscheinen von KB-im Kern ist abhangig von der Dissoziation des
zytoplasmatischen InhibitorproteinxB [11]. Der Abbau deskiB-Proteins im
Zytoplasma bewirkt ein Gberaus schnelles Auftreten vorkBlim Kern. Damit kdnnen
bestimmte durch NikB regulierte Gene innerhalb von Minuten aktiviert werden [12;
68]. Strukturell handelt es sich bei MB- um einen Transkriptionsfaktor, der sich aus
Homo- und Heterodimeren zusammensetzt. Es gibt beim S&ugetier fiinf verschiedene
NF-kB Proteine, namlich RelA (p65), c-Rel, RelB, MB1 (p50) und NFB2 (p52)

[9]. Auch vom Inhibitorprotein®B gibt es verschiedene Formen. Es konnten sieben
unterschiedlichekiBs nachgewiesen werderBa, IKBR3, KBg, IkBy, Bcl-3, p100 und

p105 [73]. Durch eine Signalkaskade wikBlphosphoryliert und im Zytoplasma mit
Hilfe des Ubiquitin-Pathways degradiert. Als Folge entsteht freiegBIFt3]. Diese
NF-«kB-Komplexe werden in den Kern transloziert, wo sie Zielgene aktivieren. Auch
IkB ist das Produkt einer Transkription durch KB-[57]. Damit vollzieht sich ein
negatives Feedback, indem neueB bebildet wird, sich mit NiB zu einem neuen
Komplex formt und somit die NKB-Aktivierung herunter reguliert wird [5; 29].
Unterschiedliche extrazellulare Mechanismen kdnnen zur Stimulierung voxBNF-
fuhren: zum Beispiel LPS, proinflammatorische Zytokine, wie TdNéder Interleukin-

1, virale Infektionen, UV-Strahlen, B- oder T-Zellaktivierung und weitere
physiologische und pathophysiologische Stimuli [13]. Das transkriptionell aktive
Heterodimer p65/p50 des Transkriptionsfaktors ®NB-spielt eine zentrale Rolle
innerhalb des immunologischen Prozesses. Es kontrolliert verschiedene Gene, die in
den Entzindungsprozeld verwickelt sind [13]. So spielt es eine Schlusselrolle in der
Genexpression innerhalb rheumatischer Erkrankungen [10; 52]. In Monozyten nimmt

der Transkriptionsfaktor NiKB an der Expression von Interleukin-1 teil [38], und in
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Synovialzellen ist dieser fur das Auftreten des Adh&sionsmolekils 1 (ICAM-1)aTNF-
und Interleukin-6 verantwortlich [80; 28]. Auch reguliert XB- die induzierbare
Expression der Zelladh&sionsmolekiile E-selectin, VCAM-1 und ICAM-1 in vaskularen
Endothelzellen [20; 21].

1.4. Fragestellung

Die reaktive Arthritis bietet ein humanes Modell der Induktion von Arthritis durch
einen bekannten Infektionserreger und fir eine komplexe Erreger-Wirt-Interaktion [18;
69]. In den nachfolgenden Experimenten wurde der Versuch unternommen, zur
Aufklarung der Pathogenese der reaktiven Arthritis beizutragen und besonders die Rolle
von NF«B naher zu untersuchen. Dazu sollte die Wirkung von Bakterien auf die
Aktivitdt des NFkB innerhalb von Synovialzellen beobachtet werden. Da
fibroblastenartige Synovialzellen mit Bakterien in vitro infiziert werden kénnen, ohne
dass die zellulare Integritdt oder phagozytare Aktivitat verschlechtert wére [42; 39],
scheinen Synovialzellen als Infektionsmodell fir Synovia geeignet zu sein. Weil
Synovialzellen den dominanten Zelltypus im Gelenkgewebe darstellen, wurden
Zellkulturen von Synovialzellen benutzt, um als Modell zur Analyse der Wirkung von
Bakterien auf NF«B bei der reaktiven Arthritis zu dienen. Dass Zytokine eine grol3e
Rolle fiir das Uberleben von Yersinien in Synovialzellen spielen, wurde bereits
eindeutig belegt [40]. Auch wurde bei einer anderen chronischen Arthritis, der
rheumatoiden Arthritis, NikB als Schlissel-Transkriptionsfaktor identifiziert, welcher
hinsichtlich einer Beeinflussung der Entziindung an der Genregulierung beteiligt ist
[27]. Interessant ist die Frage, ob es mdglich ist, Parallelen zur reaktiven Arthritis zu
ziehen, bei welcher bekannte Bakterien der Ausldser sind. Es gibt Ergebnisse tUber NF-
kB-Aktivierung durch Bakterien in intestinalen Epithelzellen. Hierbei kommt es sowohl
zu einer nukledren Bindung von NdB an die DNA als auch zu einer Degradierung von
IkB im Zytoplasma nach einer Infektion durEkcherichia coliSalmonella enteritidis

und Yersinia enterocoliticg25]. Zu der Frage, ob NkKB auch in Synovialzellen durch
Bakterien aktiviert wird, soll zusatzlich der zeitliche Verlauf der Aktivierung beobachtet

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Wachstumsbedingungen

Die Zellen (Synovialzellen und HeLa-Zellen) wurden in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphare bei 37 °C und 5% Kohlendioxid in einem Zellkulturschrank (Nuaire,
Plymoth; Minnesota, USA) kultiviert. Dazu wurden 250ml grof3e Zellkulturflaschen
(Nunc; Roskilde, Danemark) und 140 x 20 mm runde Zellkulturschalen (Greiner,

Frickenhausen, Deutschland) verwendet.

2.1.2. Passagieren der Zellen

Sobald die Zellen einen konfluenten Monolayer bildeten, wurden sie zur
Zellvermehrung passagiert. Samtliches Arbeiten mit In-vitro-Zellkulturen wurde stets
unter der Berucksichtigung von sterilen Bedingungen unter einer Laminar-air-
Sicherheitswerkbank (ICN Biomedicals, Costa Mesa, Kalifornien, USA) durchgefihrt.
Nach Absaugen des Kulturmediums wurden die Zellen flachendeckend mit Trypsin-
Athylendiamintetraessigsaure (ICN Biomedicals) einmal gewaschen und anschlieRend
nach erneutem Hinzugeben von Trypsin-Athylendiamintetraessigsaure bei 37 °C
solange inkubiert (3-5 min), bis sich die Zellen vom Boden des Kulturgefal3es Iosten.
Die Trypsin-Zellsuspension wurde mit 2- bis 3-facher Menge an Kulturmedium
aufgenommen und auf neue Kulturgeféale verteilt. Daraufhin wurde in die Kulturgefal3e

frisches Kulturmedium gegeben.

2.1.3. Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl in den verwendeten Zellkulturbehaltnissen zu bestimmen, wurden die
Zellen mit Hilfe von Trypsin abgeldst und funf Minuten bei 250 g in der
Tischzentrifuge (Hettich, Tuttlingen) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen

und das Pellet in einem definierten Volumen resuspendiert. Daraufhin wurden die
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Zellen in Trypanblau (Merck, Darmstadt) in einem Verhaltnis von 1:10 verdinnt. Die
Zellzahl wurde in einer Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,10 mm) (Superior, Marienfeld)
unter einem Invert-Lichtmikroskop (Hund, Wetzlar) bestimmt. Daraus liel3 sich die
ursprungliche Zellzahl des gesamten Kulturbehéltnisses berechnen.

2.1.4. Einfrieren der Zellen

Einfriermedium | 20 % fetales Kalberserum (FCS)
RPMI-1640

Einfriermedium Il 20 % FCS
20 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Serva)
RPMI-1640

Das Ablosen der Zellen wurde wie oben beschrieben mit Hilfe von Trypsin vollzogen.
Die dadurch entstandene Zellsuspension wurde in eine etwa 5-fache Menge an
Kulturmedium aufgenommen und bei 250 g fir 10 min zentrifugiert. Dieser
Waschvorgang wurde 2-3 mal wiederholt. Nun konnte, wie oben beschrieben die
Zellzahl bestimmt werden. Dem Pellet wurde nach Abnahme des Uberstandes 0,25 ml
gekunhltes Einfriermedium | hinzupipettiert und resuspendiert. Die Suspension wurde in
ein Einfrierkryoréhrchen (Nunc; Roskilde, Danemark) gegeben und auf Eis gestellt.
Anschliel3end wurden 0,25 ml gekihltes Einfriermedium Il langsam zugegeben. Ein
Einfrierrohrchen mit ca. f&ellen wurde sofort bei -70°C in einer Einfrierbox mit
Ethanol (Nalgene, Rochester, New York, USA) eingefroren und 16 h spater bei —180°C

in flissigem Stickstoff gelagert.

2.1.5. Auftauen von Zellen

Das aus dem flussigen Stickstoff entnommene Einfrierrdhrchen wurde in ein Wasserbad
von 37°C gestellt. Sofort nach Verflissigung der Zellsuspension wurde diese in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen. Dies ist rasch notwendig, da das zum Einfrieren

verwendete Dimethylsulfoxid bei Warme eine zytotoxische Wirkung entwickelt. Um
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die Zellen von dem Einfriermedium zu trennen, wurden die Zellen dreimal gewaschen.
Anschlieend wurden die gewaschene Zellen resuspendiert, gezahlt und mit
Kulturmedium in Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2. Synovialzellen

Humane Synovialzellen waren aus Synovialis gewonnen worden, welche aus
Sektionsmaterial entnommen und mit Hilfe von Kollagenase und Trypsin prapariert
wurde[38]. Diese dienten als Grundlage fur Infektionsversuche, wozu die Zellen mit
RPMI-1640-Medium mit L-Glutamin (GIBCO BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland) und hinzugefligtem 10%igen inaktivierten (30 min bei 56 °C) fetalen
Kalberserums (FCS) (Biochrom, Berlin) in Kultur genommen wur{42j. Die
Synovialzellen wuchsen adharent am Boden des Kulturgefaf3es und bildeten einen
einschichtigen Monolayer. Das Kulturmedium wurde alle 4 bis 6 Tage erneuert. Fur die
nachfolgenden Versuche wurden Zellen der Passagen 3-10 verwendet.

2.3. HeLa-Zellen

Die HeLa-Zelle ist eine Zellinie von Epithelzellen, welche einem Cervixcarcinom
entspringen (der Name stammt von der Patientin Helene Lange). Als Kulturmedium
wurde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium; GIBCO BRL, Schottland) mit
zugesetzem 5 %igem L-Glutamin (ICN, Biomedicals, Kalifornien, USA ) und 10%igem
FCS verwendet. Den Boden des Kulturgefal3es bedeckend traten die Zellen als adhéarent
wachsender Monolayer auf. Da es sich hierbei um eine sehr schnell proliferierende

Zellart handelte, bedurfte es einer grof3zligigen Passagierung alle 2 bis 3 Tage.
2.4. Bakterienkultur
Es wurden folgende Bakterien verwendet:

Yersinia enterocolitic®.3 mit Plasmid; y-108 p (Patientenisolat, siehe Referenz 42)

Yersinia enterocoliticahne Plasmid; y-108 ¢ (Mutante)
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Salmonella enteritidigPatientenisolat, Institut fur Hygiene und Mikrobiologie, Dank an
Prof. Dr. Frosch, Wirzburg)

Escherichia coli(apathogen, Institut fir Hygiene und Mikrobiologie, Dank an Prof. Dr.
Frosch, Wurzburg)

2.4.1. Konservierung von Bakterien

Zur kurzzeitigen Konservierung wurden 50-200 pl Bakterienflissigkulturen auf Mdller-
Hinton Agarplatten ausgestrichen, tiber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlie3end bei
4 °C fur 4-6 Wochen gelagert. Fur eine dauerhafte Konservierung wurden Glycerin-
Stammkulturen angelegt. Hierzu wurden 50 ml LB-Medium (Luria Broth, Miller;
Sigma) mit einer Einzelkolonie angeimpft, bis zu einer optischen Dicht bei 600 nm (OD
600) von 1,5-2,0 inkubiert und bei 1000 g fur 10 min abzentrifugiert. Das Zellsediment
wurde in 2 ml Medium resuspendiert, mit sterilem Glycerin (87%) (Merck, Darmstadt,

Deutschland) versetzt und bei —20 °C gelagert.

2.4.2. Kulturbedingungen

Mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte wurden 20 ml LB-Medium angeimpft und
Uber Nacht $almonella enteritidisund Escherichia colibei 37 °C Yersinia
enterocolitica O.3bei Raumtemperatur) auf einem Ruttler bei 100 rpm geschdittelt
(IKA-VIBRAX-VXRS, Janke & Kunkel) [80]. Diese Uber-Nacht-Kulturen fanden

Verwendung bei der Infektion von Synovialzellen und HelLa-Zellen.

2.4.3. Bestimmung der Bakterienanzahl

Durch Bestimmung der optischen Dichte mit Hilfe eines Photometers konnte die Anzahl
der Bakterien festgestellt werden. Eine optische Dichte von 0,1 entspri&#ki€rien,

wie in Vorversuchen ermittelt werden konnte. Die Nullprobe wurde mit RPMI bei 600
nm definiert. Dies wurde erreicht, indem in eine Einmalkivette (10 x 4 x 45 mm,
Sarstedt) 1 ml RPMI pipettiert und gemessen wurde. Um eine Bakterienldsung von

einer optischen Dichte von 0,1 herzustellen, muf3te die gemessene Lésung mit RPMI
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entsprechend verdinnt werden. Nach diesem Vorgang befanden sich nun in 1 ml
Bakterienldsung {Bakterien

2.5. Infektion der kultivierten Zellen

2.5.1. Vorbereitung der Zellen und Bakterien

Vierundzwanzig Stunden vor Infektion wurde das Kulturmedium der Zellen mit 10 %
FCS durch ein Kulturmedium mit 0,5 % FCS ersetzt. Zwei Stunden vor Infektion wurde
1 ml der Uber-Nacht-Bakterienkultur (siehe 2.4.2) in 20 ml Kulturmedium ohne FCS
gegeben und wiederum auf den Riittler gestellt.

2.5.2. UV-Inaktivierung der Bakterien

Die Bakteriensuspension (RPMI-1640 uvidrsinia enterocolitica O)3wurde in eine
geschlossene Kulturschale (Greiner) gegeben und fur eine halbe Stunde unter UV-Licht
gestellt (Transilluminator UVP). Zur Uberprufung einer stattgefundenen Inaktivierung
wurden nach der UV-Bestrahlung aus der Bakteriensuspension der Versuch einer
Kultivierung unternommen. Hierbei konnte kein Bakterienwachstum mehr festgestellt
werden.

Vor der Inaktivierung durch UV-Licht wurden die Bakterien eine Stunde im
Brutschrank inkubiert, um ihnen die Mdglichkeit zu geben, sich zu vermehren, und

damit den Bakterientiter den Versuchen mit intakten Keimen anzugleichen.

2.5.3. Herstellen des sterilen Uberstandes einer Bakteriensuspension

Die Bakteriensuspension wurde bei 1000 g fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit Hilfe eines Einmalfilters (FP 030/3, Qubh; Schleicher und Schuell) steril
filtriert.

Auch hier wurden die Bakterien eine Stunde im Brutschrank inkubiert, um den
Bakterientiter anzugleichen.
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2.5.4. Infektionsvorgang

Auf einer Zellschale befanden sich 5 ¥ B&llen, je nach Versuch Synovialzellen oder
HelLa-Zellen. Die Multiplicity of Infection (MOI)Y41] sollte in allen Versuchen 100
betragen. Somit wurden pro Platte 5 ml der Bakterienlésung aufgetragen. Zusatzlich
wurden 10 ml RPMI hinzupipettiert. AnschlieRend wurden die infizierten Zellen eine
Stunden im Brutschrank bebrutet. Nach verstrichener Inkubationszeit wurden die
infizierten Zellen mit 15 ml sterilem PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH-Wert
7,4; Biochrom) zweimal gewaschen und mit 25 pg/ml Gentamycin (Gentamycin Sulfat;
ICN) in 20 ml RPMI wiederum inkubief42]. Dies hatte zur Folge, dass nur noch
intrazellulare Bakterien Uberlebten. Fir die Zellen, die langer als 6 Stunden inkubiert
werden sollten, muf3te die Gentamycinkonzentration nach 4 Stunden herabgesetzt
werden. Sie wurden abermals zweimal mit sterilem PBS gewaschen und mit nur noch 4

pg/ml Gentamycin in 20 ml RPMI fur die verbleibende Zeit versehen.

2.6. Herstellung von Proteinextrakten

Puffer A 10 mM HEPES pH 7,9 (AppllChem)
10 mM Kaliumchlorid (KCI) (Merck)
0,1 mM Athylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Sigma)
0,1 mM Athylen-Glycosyl-bif§-Aminoethylether)-
N'N"N"N’-Tetraessigsaure (EGTA) (Merck)
1 mM Dithiothyreithol (DTT) (Merck)
0,5 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
1 pg/ul Leupeptin
Puffer C 20 mM HEPES pH 7,9
0,4 M KCI
1 mM Athylendiamintetraessigsaure (EDTA)
1mM EGTA
1 mM Dithiothyreithol (DTT)
1 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

11
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Die Zellen wurden zweimal mit 15 ml sterilem PBS gewaschen und anschlie3end in 5
ml PBS unter zur Hilfenahme eines Zellschabers (TPP, Hartenstein, Wirzburg) vom
Boden des GefalRes geldst. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falconréhrchen
(Greiner) uberfuhrt und bei 210 g 7 min abzentrifugiert. Nach Abnehmen des
Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml PBS-Puffer in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald gebracht. Die folgenden Vorgange wurden gekihlt auf Eis
durchgefuhrt.

Die Zellen wurden kurz pelletiert und mit 100 pl Puffer A gewaschen. Der Puffer A ist
ein hypotoner Puffer, d.h. die Zellen, die sich in diesem Puffer befinden, schwellen an
und werden labil. Die Zellpellets wurden in 150 pl Puffer A resuspendiert und fir 15
min auf Eis inkubiert. Dann wurde die Zellsuspension 8 -10 mal mit Hilfe einer 1 ml
Einmalspritze durch eine Kanile (26GA3/8 0.45 x 10, Becton Dickinson) gezogen.
Dadurch wurden die Zellmembranen der labilisierten Zellen aufgebrochen. Das
Zelllysat wurde nun fir genau 1 Minute bei 9000 g abzentrifugiert. Der Uberstand war
die Zytoplasmafraktion, das Pellet die Kernpréaparation. Das Kernpellet wurde einmal
mit 100 pl Puffer A gewaschen, wobei es komplett resuspendiert wird. Zu dem
gereinigten Kernpellet wurden nun 30 pl Puffer C zugegeben, und die Kernproteine
wurden bei 4 °C fur 40 min unter kraftigem Schutteln extrahiert. Das Kernpellet wurde
5 min bei 22000 g gekiihlt abzentrifugiert. Der Uberstand (= Kernprotein) wurde
abgenommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Parallel zur Extraktion der
Kernproteine wurde die Zytoplasmafraktion durch Zentrifugation bei 29000 g,
maximaler Drehzahl, gekihlt fir 15 min gereinigt. Der Uberstand (=gereinigte

zytoplasmatische Proteine) wurde danach abgenommen und schockgefroren.

2.7. Proteinbestimmung nach Bradford

Zwei pl der Extrakte wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefald mit 80Q@ludd 200

pl Bradford-Reagenz (Roti-Quant, Roth) pipettiert. Nach kurzem Durchschutteln wurde
der Ansatz in eine Einmalplastik-Kuvette gegeben. Die Messung erfolgte in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 595 nm gegen einen Reagenzienleerwert

mit Berucksichtigung der Standardkurve bekannter Proteinkonzentrationen.

12
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2.8. Immunoblot-Analyse

Diese Methode stellt einen wichtigen Nachweis fir Proteine und deren
Molekulargewichtsbestimmung dar. Sie 143t sich in die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese, die Auftrennung der Proteine nach dem Molekulargewicht, und den
Transfer auf Nitrozellulose (Westernblot oder Immunoblot), die Fixierung der Proteine
am Endpunkt der Wanderung, untergliedern. Weiterhin erfolgt die eigentliche optische
Darstellung der Proteine durch die anschlieRende Immun-Detektion mit

Chemilumineszenzreaktion.

2.8.1. Vorbereitung der Proteinextrakte

Laemmli-Puffer (2x) 5 ml L6sung D (1 M Tris pH 6,8)
0,8¢g Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma)
4,6 ml Glycerin (87%)
0,4 ml Mercaptoethanol (Sigma)
20 ul Bromphenolblau (Roth)
25 ml agua destilata (Ampuwa Fresenius, Bad

Homburg, Deutschland)

Zwischen 5 und 12 pg Proteine wurden mit 10 pl Laemmli-Puffer (2x) in Eppendorf-
Caps pipettiert.

2.8.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Makromolektlen in der Reihenfolge
ihrer molaren Masse. Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird das Gel in einer

radikalischen Polymerisation aus Acrylamid und n,n*-Methylenbisacrylamid hergestellit.

Es handelt sich hierbei um ein zweischichtiges Gel.

13
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Trenngel 10 ml B
6,25 ml 1,5M Tris pH 8,8 (Sigma)
8,3 ml Acrylamid-mix 30 % (rotiphoféggel 30, Roth)
250 ul SDS (10 %)
250 pl Ammoniumpersulfat (APS) (10 %)
10 pl N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED,

Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Sammelgel 6,8 ml 0
1,25 mi 1,5M Tris pH 6,8
1,7 ml Acrylamid-mix 30 %
100 pl SDS (10%)
100 pl APS (10%)
10 pl TEMED (Roth)
Laufpuffer 100 mi SDS (10%)
144,14 g Glycin (Roth)
30,39 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
ad 1 Liter mit aqua destilata

Zwischen eine gereinigte Glas- und eine Alumminumplatte, welche durch 1,0 mm dicke
Abstandshalter getrennt sind, wurde zunachst das Trenngel gegossen und mit 500 pl
H,O gesattigtem Isobutanol Uberschichtet. Nach erfolgter Auspolymerisation wurde das
Isobutanol abgegossen und mifCHgewaschen. Das Sammelgel wurde auf das
Trenngel gegossen und ein 1,0 mm dicker Taschenkamm eingesetzt. Nachdem dieses
Gel polymerisiert war, wurde das Gel in eine Gellaufkammer (Hofer-System; Model SE
500) uberfuhrt, die Kammer mit Laufpuffer aufgefillt und die Taschen wurden gespdlt.
Nach Beladen der Taschen mit Protein und Laemmli-Laufpuffer erfolgte die

Auftrennung der Proteine elektrophoretisch bei 70 V fir ca. eine Stunde.

14
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2.8.3. Western Blot

Im Western Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteingemische vom Gel auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und fixiert und anschlie3end auf der Membran

durch Antikdrper markiert.

Transferpuffer 29 g Tris
145 g Glycin
200 ml Methanol (Roth)

auffullen mit aqua destilata auf 1000 ml

Schema des Blot-Aufbaus Schaumstoffmatte oben
Whatman-Papier (2x) (Hartenstein, Wirzburg,
Deutschland)

Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schuell,
Dassel, Deutschland)

SDS-Polyacrylamidgel

Whatman-Papier (2x)

Schaumstoffmatte unten

Das SDS-Gel wurde zusammen mit der vorher in Transfer-Puffer eingelegten
Nitrozellulosemembran nach obigem Schema in die Blotting-Apparatur eingespannt
und in die mit ca. 700 ml Transfer-Puffer gefillte Blotting-Kammer eingesetzt (Mini-V
8.10 Apparatur, BRL). Der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran erfolgte fur
3h bei 150 V.

15
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2.8.4. Antigen-Detektion durch verstarkte Chemilumineszenz (Enhanced

Chemiluminescence (Amersham, Arlington Heights, England ))

Waschpuffer 10 mM Tris pH 8,0
150 mM NacCl (Fresenius)
0,5% Tween (Roth)

Blockierpuffer Waschpuffer mit 6 % Magermilchpulver (Saliter)
Detektionslosung “Enhanced Chemiluminescence” (Amersham)
Priméare Antikdrper (Polyklonale Kannichenantkorper; Santa Cruz
Biotechnology, USA)
Zytoplasma kB-alpha (C-21)
Nukleus NFkB p65 (A)x

NF-kB p50 (NLS)x
Sekundarer Antikorper Schwein-Anti-Kaninchen Immunglobuline (DAKO A/S,

D&anemark)

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Transfer mindestens 1 h in Blockier-Puffer
geblockt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. AnschlielBend wurde die
Membran eine Stunde mit primarem Antikorper, der an das Zielmolekul bindet, bei
Raumtemperatur geschwenkt. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer (5, 10, 20,
25 min) schlof3 sich eine einstindige Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem
Zweitantikérper an, der gegen den Erst-Antikérper gerichtet war. Uber
Chemilumineszenz konnte der gebundene Zweitantikdrper nachgewiesen werden,
indem die viermal in Waschpuffer gewaschene Membran fur eine Minute in der
Detektionslésung inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die Membran zwischen
Whatman-Papier getrocknet, in Folie eingeschlagen und in einer Autoradiographie-
Kasette fur eine Minute bis vierundzwanzig Stunden auf Rontgenfilmen (Kodak,
Biomax MR, Rochester, New York) exponiert.
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2.8.5. Regeneration von Nitrozellulosemembranen

“Stripping-Puffer 62,5 mM Tris pH 6,7
2% SDS
0,1M Mercaptoethanol

Die Antikorper wurden mit “Stripping-Puffer” innerhalb von 25 min bei 55°C in einem
Wasserbad abgel6st. Die Nitrozellulosemembran wurde anschlieend gut mit
Waschpuffer gewaschen. Die Membran konnte nun einer erneuten Detektion mit einem

anderen Erst-Antikdrper unterzogen werden.

2.9. “Electro-Mobility-Shift-Assay“ (EMSA)

Der EMSA wird zu den DNA-Bindungsstudien gezahlt und dient der Analyse von
Transkriptionsfaktoren. Hierbei werden nicht nur Konzentrationen von Proteinen im
Nukleus untersucht, sondern auch die Fahigkeit dieser Proteine, spezifisch an DNA zu
binden und damit die Transkription zu beeinflussen. Das Prinzip dieser Methode ist die
Mischung von Nukleoplasmaextrakten mit radioaktiv markierten DNA-
Oligonukleotiden, welche mit Hilfe eines Polyacrylamidgeles elektrophoretisch
aufgetrennt werden. Dabei fuhrt die Bindung des Oligonukleotides zur verlangsamten
Wanderung wegen des erhéhten Molekulargewichts, so dass die Bindung dargestellt

werden kann.

Herstellung von radioaktiv markierten Oligonukleotiden

Fur die zur Verfugung gestellten radioaktiv markierten Oligonukleotiden mdchte ich
mich bei Herrn Prof. Dr. Serfling, Labor der Pathologie der Universitat Wuirzburg,

besonders bedanken. Hierbei erwahne ich auch dankend Dr. Ralf Marienfeld fiir seine

freundliche Unterstiitzung und die Beantwortung vieler Fragen.
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Oligonukleotide fir EMSA (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland)

TCE asc sense 5-AGCTTGACCAAGAGGGATTTCCCCTAAATC-3
TCE asc antisense 5-AGCTTGATTTAGGGGAAATCCCTCTTGGTCA-3

Die vorliegenden Oligonukleotide leiten sich von einer Enhancersequenz des
Interleukin-2 Promoters ab. Sie stellen eine Mutante dar, die durch das Ersetzen des
Nukleotids Adenosin durch Zytosin eine ideale Sequenz fur die Bindung vatBNF-
ergeben. Diese Bindestelle interagiert mit den ReatBlIFranskriptionsfaktoren und

eignet sich damit fur Bindungsversuche im vorliegenden Experiment.

Bearbeitung der Oligonukleotide fur den Gebrauch im EMSA

Die Herstellung der Oligonukleotide vollzog sich in drei Schritten. Das erste Verfahren
war die Hybridisierung (“annaeling®) von einzelstrangigen Oligonukleotiden. Da diese
einzelstrangig angeliefert wurden, muf3te zuerst der Sinn-Strang mit dem Gegensinn-
Strang in HO gel6st und hybridisiert werden. AnschlieBend wurden die
Oligonukleotide mit*P radioaktiv markiert. Dazu wurden die Klenow-Polymerase, die
den vier Nukleotide langen 3'-Uberhang auffiillte, und die DNA-Kinase des Phagen T4,
der eine Phosphatgruppe auf die nicht phosphorylierten 5°-Enden der Oligonukleotiden
transferierte, verwendet. Zum AbschluR wurden®*tfemarkierten Oligonukleotide in
einem Polyacrylamidgel aufgereinigt und standen fiir die Durchfihrung eines EMSAs

zur Verfugung.

Giel3en eines Polyacrylgels

Polyacrylamidgel 8,3 ml Acrylamidmix Gel 30
4 ml Tris-Borat/EDTA Electrophorese Puffer (5x
TBE)
300 ul APS
50 pl TEMED

mit aqua destilata auf 50 ml auffullen
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TBE-Puffer (5x) 54 g Trisbase
27,5 g Borsaure
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Der Ansatz fur das Gel wurde gemischt und zwischen zwei vorbereitete Glasplatten
(Abstand 1 mm) gegossen. Danach wurde ein Taschenkamm von identischer Dicke in
das flussige Gel eingesetzt. Nach erfolgter Auspolymerisierung wurde das Gel in eine
Gelkammer (vertikale Elektrophorese-Kammer A106.1, Roth) plaziert und mit 0,4 x
TBE-Puffer aufgefullt.

Préparation der Kernproteine

Fur die EMSA-Versuche wurden Kernproteinextrakte von unterschiedlich behandelten
Zellen verwendet.
Ein Ansatz sah wie folgt aus: 2-4 ug Proteinextrakt
3x Bindungspuffer
0,5 pl polydldC (1 pg/ul)
ca. 8000 Counts/Minute der markierten
Oligonukleotide
mit H,O auf 20 ul auffillen

Bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen war es wichtig, die Volumina durch
Zugabe von entsprechenden Mengen Puffer C anzugleichen. Somit wurden identische
lonenkonzentrationen erreicht. Mit Hilfe des polydldC-Oligonukleotids sollten
unspezifische Protein/DNA-Bindungen reduziert werden. Die Menge der markierten
Oligonukleotidprobe (TCE. ) richtete sich nach der spezifischen Aktivitat. Bei diesen
Versuchen wurden 8000 cpm pro Minute pro Ansatz eingesetzt. Nach 5 min Inkubation
auf Eis wurden die Ansétze auf das Gel aufgetragen.
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2.9.1. Der Supershift-Assay

Bei Supershift-Assays wurde zu den Ansétzen noch jeweils 1 pl Antikérperlésung (anti-
p50 und anti-p65; polyklonaler Antikdrper 1gG, Santa Cruz Biotechnology, USA)
hinzugegeben und die Inkubationszeit auf 20 bis 30 min verlangert. Mit dem Gel wurde
zunachst ein Vorlauf bei 230 V fur 1-2 h durchgefuhrt bis eine Stromstéarke von
maximal 11 mA erreicht war. In einer separaten Spur wurden 10 pl Bromphenolblau zur
Kontrolle des Gellaufes aufgetragen. Nach Probenauftrag erfolgte der Gellauf bei 230 V
fur ca. 3 h. Abschlie3end wurde das Gel mit Hilfe eines Vakuumtrockners (Model 583;
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA) 7 Stunden bei 80 °C getrocknet und darauf tber
Nacht mit einem Rontgenfilm (Kodak, Biomax MR, Rochester, New York)

autoradiographisch detektiert.

2.9.2. Versuchsaufbau

Die Versuche waren stets so aufgebaut, dass sich durch Kinetiken ein zeitlicher Verlauf
ablesen liel3. Die einzelnen Zeitwerte geben die jeweilige Situation post infectionem an.
Ein Versuch bzw. eine Kinetik, auch wenn diese mit verschiedenen Bakterien
durchgefiihrt wurden, bedeutet immer, dass es sich um Zellen handelt, die der gleichen
Passage entstammen und zeitgleich infiziert wurden. Die Werte sind damit immer aus
Parallelversuchen hervorgegangen, welche unter den gleichen Standardbedingungen
durchgefihrt wurden. Werte innerhalb eines Westernblots oder EMSAs kénnen so

miteinander verglichen werden.
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2.10. Materialien

250 ml grof3e Zellkulturflaschen (Nunc, Roskilde, Danemark)

140 x 20 mm runde Zellkulturschalen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)
Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (ICN Biomedicals, Kalifornien, USA)
Trypanblau (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Serva, Heidelberg/New York)
Einfriercryoréhrchen (Nunc, Roskilde, Danemark)

RPMI-1640-Medium mit L-Glutamin (GIBCO BRL, Live Technologies, Paisley,
Schottland)

fetales Kalberserum (FCS) (Biochrom, Berlin, Deutschland)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; GIBCO BRL, Paisley, Schottland)
L-Glutamin (ICN, Biomedicals, Kalifornien, USA)

Glycerin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

LB-Medium (Luria Broth, Miller; Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Einmalkivette (10 x 4 x 45 mm, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
Kulturschale (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)

Einmalfilter (FP 030/3, 0,2m; Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland)

PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsung, pH-Wert 7,4; Biochrom, Berlin, Deutschland)
Gentamycin (Gentamycin sulfate; ICN Biomedicals, Kalifonien, USA)

HEPES pH 7,9 (AppllIChem, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

EDTA (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

EGTA (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Dithiothreithol (DTT) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Serva, Heidelberg/New York, USA)
Leupeptin (Roche)

Zellschaber (TPP, Hartenstein, Wirzburg, Deutschland)

Falconréhrchen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)

1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Kantle (26GA3/8 0.45 x 10) (Becton Dickinson, San Jose, Kalifornien, USA)
Bradford-Reagenz (Roti-Quant, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

agua destilata (Ampuwg Fresenius, Bad Homburg, Deutschland)

Tris pH 8.8 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Acrylamid-mix 30 % (rotiphoregé Gel 30, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
SDS (10 %) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Ammoniumpersulfat (APS) (10 %) (Serva, Heidelberg/New York, USA)
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Isobutanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Methanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Whatman-Papier (Hartenstein, Wirzburg, Deutschland)
Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland)
Detektionslosung ECL (Amersham, Arlington Heights, England)

Priméare Antikdrper (polyklonales Kaninchen 1gG; Santa Cruz Biotechnology, USA)

Sekundéarer Antikorper (Schwein gegen Kaninchen Immunglobuline (DAKO A/S,
D&nemark))
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Rontgenfilmen (Kodak, Biomax MR, Rochester, New York)
Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
polydldC (Roche)

Multicolored Protein Marker, Wide Range (NEN Boston, USA)

Oligonukleotide (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland)
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2.11. Gerate

Einfrierbox (Nalgene, Rochester, New York, USA)

Zellkulturschrank (Nuaire, Plymoth; Minnesota, USA)
Laminar-air-Sicherheitswerkbank (ICN Biomedicals, Costa Mesa, Kalifornien, USA)
Tischzentrifuge (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Zentrifuge (202 MK; Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,10 mm) (Superior, Marienfeld, Deutschland)
Invert-Lichtmikroskop (Hund, Wetzlar)

Schittler IKA-VIBRAX-VXR8 (Janke & Kunkel)

Photometer (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

UV-Lampe (Transilluminator UVP).

Gellaufkammer (Hofer-System; Model SE 500)

Blotting-Kammer (Mini-V 8.10 Apparatur, BRL)

Gelkammer (vertikale Elektrophorese-Kammer A106.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Vakuumtrockner (Model 583; Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA)

Power-Supply (EPS 600; Pharmacia Biotech)

Wasserbad (Kéttermann)
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3. Ergebnisse

Vorbemerkung:

Bereits vorliegende Ergebnisse konnten zeigen, dass Yersinien in der Lage sind, in
HelLa-Zellen einzudringen [22]. Innerhalb eines Vergleiches von Synovialzellen und

HeLa-Zellen wurde festgestellt, dass der Bakterientiter nach einer Infektion in HeLa-

Zellen deutlich hoher ist als in Synovialzellen [40]. Die Persistenz der Bakterien ist

somit in beiden Zellarten nicht identisch. Es galt nun zu untersuchen, ob auch ein
Verhalten der NRB-Aktivitdt Unterschiede erkennen [&3t. HeLa-Zellen stellen eine

Laborzellinie dar und dienten in den folgenden Versuchen als Vergleichszellinie.

3.1. Aktivierung von NF«B in HeLa-Zellen durch bakterielle Stimuli

Yersinia enterocolitica O.38ktiviert NFkKB in HeLa-Zellen

Die Zellen wurden mit dem virulenten Yersinienstanversinia enterocolitica O.3
infiziert und nach den angegebenen Zeiten untersucht.

In der Westernblot-Analyse war zu erkennen, déssinia enterocolitica O.3owohl
eine Degradierung vorkBa im Zytoplasma der HelLa-Zelle bewirkte als auch ein
Auftreten von p65 im Kern zur Folge hatte. MNB- wurde somit durchYersinia
enterocolitica O.3induziert. Die Kinetik der zytoplasmatischen Veranderungen (s.
Abb.1) zeigte, dasskBa bereits nach 1/2 Stunde degradiert wurde und sich

kontinuierlich bis zu dem gemessenen Wert von 6 Stunden wieder aufbaute.
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Yersinia
K 1/2 1 2 4 6 24 h
8 . | e=37kD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 1: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der DegradierungBoniin Zytoplasma

von Hela-Zellen durch Infektion mitersinia enterocolitica O.3HelLa-Zellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infizierkBa - mit einem Molekulargewicht von etwa 37 kD - wurde
durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper amté im Immunoblot detektiert. In Spur 1 wurde

die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach
1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h, Spur 6 nach 6 h und Spur 7 nach 24«Badamuide nach 1/2 h

degradiert, erkenntlich an der deutlich verminderten Starke der Bande, und baute sich bis zu dem Wert
von 6 h kontinuierlich wieder auf.

Im Kern zeigte die kinetische Untersuchung (s. Abb.2) ein Auftreten der Untereinheit
p65 des NF«B ab einer 1/2 Stunde, welches ein Maximum zwischen 1/2 und 2 Stunden

erreichte und von einem kontinuierlichen Abfallen der Konzentration gefolgt wurde.
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Yersinia
K 1/2 1 2 4 6 24 h
- - e w = 65 kD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 2: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Aktivierung voxBllin Kern von
HelLa-Zellen durch Infektion miYersinia enterocolitica O.3HeLa-Zellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infiziert. NdB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper,

der an die Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion,
aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach 1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h,
Spur 6 nach 6 h und Spur 7 nach 24 h dar. Das Maximum der Aktivierung erfolgte zwischen 1/2 h und 2
h.

Im Electro-Mobility-Shift-Assay (EMSA) wurde dargestellt, dass die Untereinheiten
p65 und p50 direkt an die Oligonukleotide des Kernes der HeLa-Zellen binden (s.
Abb.3). Nach 1/2 Stunde liel3 sich bereits ein Komplex von p65/p50 erkennen, dessen
Konzentration ab dem Zweistundenwert wieder absank. Die Banden in der Hohe von
p50 erschienen ebenfalls bereits nach 1/2 Stunde, wurden bis zur 6. Stunde noch
deutlicher und fielen bei 24 Stunden wieder ab. Anhand der Superschifts mit gegen p65
und p50 gerichteten Antikorpern wurde eine Beteiligung dieser beiden Untereinheiten
bestatigt. Dazu wurde die Probe des 1/2 Stundenwertes verwendet. Sowohl der
Antikérper gegen p65 als auch der Antikérper gegen p50 schiftete fast das gesamte
Signal von NF«B. Damit entstanden neue Banden mit hoherem Molekulargewicht in
der betreffenden Spur. Um die Spezifitat der Bindung des Protein-Oligonukleotids
darzustellen, wurden nicht markierte MB-Oligonukleotide im Uberschuss zur
Kompetition hinzugefiigt. Damit wurde die Bildung eines radioaktiven DNA-
Komplexes verhindert (s. Abb.3, Spur 10).
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Yersinia

+ + +
K 121 2 4 6 24hp65 p50 Kom

«= p65/p50

«= p50/p50

Abb. 3: Identifikation von spezifischen NkB Proteinen, die im Electro-Mobilitiy-Shift-Assay an
Oligonukleotide mit der Sequenz des Interleukin-2-Promoters binden. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung
von NF«B durch Yersinia enterocolitica O.3HelLa-Zellen wurden zeitgleich und mit gleicher
Bakterienkonzentration infiziert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen.
Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach 1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h, Spur 6 nach 6 h
und Spur 7 nach 24 h dar. Bei einem Wert von 1/2 h war eine Fraktion von p65/p50 zu erkennen, die ab
dem Wert von 6 h wieder absank. Die Banden in der Hohe von p50/p50 erschienen nach 1/2 h, wurden
bis zu 6 h deutlicher und fielen bei 24 h ab. Der Superschift wurde mit einem Antikérper gegen die
Untereinheiten p65 (Spur 8) und p50 (Spur 9) durchgefiihrt. Fast das gesariBeNgnal wurde nach

oben geschiftet und stellte sich aufgrund des hoheren Molekulargewichtes in einer neuen Bande dar. In
Spur 10 wurde eine Kompetition mit nicht markierten Oligonukleotiden im Uberschuss aufgetragen. Das
Signal entfiel, da kein radioaktiver Oligonukleotid-Proteinkomplex entstand.

Aus diesen Versuche kann geschlossen werden,Ydaisgiia enterocolitica O.8 der
Lage war, NF«B in HeLa-Zellen zu induzieren. Ein Maximum der Induktionsstarke

wurde zwischen 1/2 und 1 Stunde deutlich.

3.2. Aktivierung von NF«B in Synovialzellen durch bakterielle Stimuli

Auf die gleiche Weise wie HelLa-Zellen wurden auch SynovialzellenYrarsinia

enterocolitica O.3infiziert und auf die Aktivierung von NkB hin untersucht. Zu
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diesen Versuchen wurden Synovialzellen zusatzlich mit anderen Bakterienarten infiziert
und hinsichtlich der Aktivierung von NKB untersucht. Die Bakterienstamme
Salmonella enteritidisind Yersinia enterocolitica O.3tellen fir die Atiologie der
reaktiven Arthritis pathogene Keime dd&scherichia coliist ebenfalls ein gram-
negatives Bakterium, aber apathogen und kein Ausléser dieser Erkrankung. Aus diesem
Grund wurde versucht, Unterschiede und Gemeinsamkeiten dieser Bakterien in ihrer

Wirkung auf NFkB hin zu untersuchen.

3.2.1.Yersinia enterocolitica O.8ktiviert NFkB in Synovialzellen

Durch die Infektion von Synovialzellen mit dem pathogenen Yersinienstéersinia
enterocolitica O.3kam es zu einer Aktivierung von N&B. Das im Zytoplasma
befindliche kBa (s. Abb.4) wurde nach einer Stunde degradiert und bis zu einem Wert

von 6 Stunden wieder neu gebildet. Nach 24 Stunden degradierte es erneut.

Yersinia
K 1 2 4 6 24 h
1 2 3 4 5 6

Abb. 4: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der DegradierungcBaniin Zytoplasma

von Synovialzellen durch Infektion mtersinia enterocolitica O.3Synovialzellen wurden zeitgleich und

mit gleicher Bakterienkonzentration infizierkBa - mit einem Molekulargewicht von etwa 37 kD -
wurde durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper akBe im Immunoblot detektiert. In Spur 1
wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1 h, Spur 3
nach 2 h, Spur 4 nach 4 h, Spur 5 nach 6 h und Spur 6 nach 24 Barddgradierte nach 1 h und
wurde bis zu einem Wert von 6 h neu gebildet. Nach 24 h war die Konzentration erneut abgefallen.
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Im Kern (s. Abb.5) wurde die Untereinheit p65 des RB-nach einer Stunde
nachweisbar und akkumulierte bis zu einem Maximum von 4 bis 6 Stunden. Nach 24

Stunden wurde das Signal wieder schwéacher.

Yersinia

K 1 2 4 6 24 h

Abb. 5: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Aktivierung vokBlfim Kern von
Synovialzellen durch Infektion mitersinia enterocolitica O.3Synovialzellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infiziert. NdB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper,

der an die Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion,
aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1 h, Spur 3 nach 2 h, Spur 4 nach 4 h, Spur 5 nach 6 h und
Spur 6 nach 24 h dar. Nach 1 h wurde dB-aktiviert mit einem Maximum bei 4 h bis 6 h. Bei 24 h fiel

das Signal ab.

Als Ergebnis dieser Versuche war festzuhalten, Wassinia enterocolitica O.auch in
Synovialzellen NFB aktiviert. Im Vergleich zu den Beobachtungen mit HeLa-Zellen
lag das Maximum der Induktion in Synovialzellen zwischen 4 und 6 Stunden,
wohingegen die Aktivierung von NKB in HelLa-Zellen ihren Hohepunkt bereits
zwischen 1/2 und 1 Stunde erreichYersinia enterocolitica O.&ktiviert damit den
Transkriptionsfaktor in HeLa-Zellen friiher als in Synovialzellen.

3.2.2.Salmonella enteritidigktiviert NFkB in Synovialzellen

Interessant ist nun, ob die Induktion von KB-nur durch Yersinien induziert wird,
oder ob auch andere Keime dazu in der Lage sind, den Transkriptionsfaktor zu

induzieren. Die mogliche Induktion von N&B durch den ErregeBalmonella
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enteritidiswurde untersucht, da dieser Keim, wie al@nsinia enterocoliticazu einer
reaktiven Arthritis fhren kann.

Aus diesem Grund wurden in weiteren Versuchen SynovialzellerSalinonella
enteritidis infiziert und das Auftreten von NEKB beobachtet. Aus friheren
Untersuchungen unseres Labors ist bekannt, dass diese Keime die Fahigkeit besitzen, in
Synovialzellen einzudringen und dort zu persistieren [41].

IkBa im Zytoplasma der Zelle (s. Abb.6) degradierte nach einer Stunde und bildete sich

nach 4 bis 24 Stunden wieder neu.

Salmonella
K 1 2 4 6 24 h
-
- ” ® 37k
1 2 3 4 5 6

Abb. 6: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Degradierung<Baniin Zytoplasma

von Synovialzellen durch Infektion m8almonella enteritidisSynovialzellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infizierkBa - mit einem Molekulargewicht von etwa 37 kD - wurde
durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper amt3é im Immunoblot detektiert. In Spur 1 wurde

die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1 h, Spur 3 nach 2
h, Spur 4 nach 4 h, Spur 5 nach 6 h und Spur 6 nach 24 kBardegradierte nach 1 h und bildete sich
nach 4 h bis 24 h neu.

Die Untereinheit p65 des NikB wurde nach einer Stunde im Kern sichtbar (s. Abb.7).
Seine Konzentration nahm nach 2 Stunden noch zu und fiel dann wieder ab. Auch nach
4 bis 6 Stunden war noch eine geringe Aktivierung zu erkennen, nicht mehr jedoch nach
24 Stunden.
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Salmonella
K 1 2 4 6 24 h
e - : «= 65 kD
1 2 3 4 5 6

Abb. 7: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Aktivierung voxBllin Kern von
Synovialzellen durch Infektion mi&almonella enteritidisSynovialzellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infiziert. NdB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper,

der an die Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion,
aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1 h, Spur 3 nach 2 h, Spur 4 nach 4 h, Spur 5 nach 6 h und
Spur 6 nach 24 h dar. NEB wurde nach 1 h aktiviert, stieg bis zu dem Wert von 2 h an und fiel wieder

ab. Nach 4 h und 6 h war eine weitere leichte Aktivierung zu erkennen.

Eine genauere Analyse des Verhaltens im Kern mit Hilfe des Electro-Mobility-Shift-
Assay zeigte eine Bindung an die Oligonukleotide mit Sequenzen des Interleukin-2-
Promoters mit den Untereinheiten p65 und p50 dexBIKs. Abb.8). Durch einen
Superschift wurde deren Beteiligung bestatigt und ndher aufgeschlisselt, so dass die
einzelnen Fraktionen zu identifizieren waren. Dazu wurde die Probe des 1
Stundenwertes verwendet. Um die Spezifitdt der Bindung des Protein-Oligonukleotids
zu bestatigen, wurden kalte, nicht markierte dRB=Oligonukleotide zur Kompetition
hinzugefugt (s. Abb.8, Spur 9). Innerhalb dieses radioaktiven Versuches zeigte sich eine
Aktivierung von NFkB durchSalmonella enteritidisn Synovialzellen zwischen einer

1/2 und einer Stunde sowie zwischen 4 und 6 Stunden.
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Salmonella

+ + +
K 12 1 2 4 6h p50p65Kom

«= p65/p50

«= p50/p50

Abb. 8: Identifikation von spezifischen NiB Proteinen, die im Electro-Mobility-Shift-Asssay an
Oligonukleotide mit der Sequenz des Interleukin-2-Promoters binden. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung
von NFkB durch Salmonella enteritidis Synovialzellen wurden zeitgleich und mit gleicher
Bakterienkonzentration infiziert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen.
Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach 1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h und Spur 6 nach
6 h dar. Bei einem Wert von 1/2 h war eine Fraktion von p65/p50 zu erkennen, die ab dem Wert von 1 h
wieder absank. Zwischen den Werten 4 h und 6 h erschien eine neue Fraktion. Der Superschift wurde mit
einem Antikérper gegen die Untereinheiten p50 (Spur 7) und p65 (Spur 8) durchgefiihrt. Fast das gesamte
NF-kB Signal wurde nach oben geschiftet und stellte sich aufgrund des héheren Molekulargewichtes in
einer neuen Bande dar. In Spur 9 wurde eine Kompetition mit nicht markierten Oligonukleotiden
aufgetragen. Das Signal entfiel, da kein radioaktiver Oligonukleotid-Proteinkomplex entstand.

Die NFkB-Aktivierung verlief bei den BakterieBalmonella enteritidisind Yersinia
enterocolitica O.3sehr ahnlich. Beide zeigten ein Auftreten von RB-im Kern der

Zelle zwischen 4 und 6 Stunden.

3.2.3.Escherichia colund NFkB in Synovialzellen

Eine interessante Frage ist, Bbcherichia colin der Lage ist, N&B in Synovialzellen

zu induzieren, da dieser Erreger zwar ebenfalls ein gram-negatives Darmbakterium ist,
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aber keine reaktive Arthritis verursacht. Aus diesem Grund wurde eine vierundzwanzig
Stunden Kinetik von N&B nach einer Stimulierung dur@&scherichia colbeobachtet.
IkBa degradierte bei einer Infektion nach einer Stunde und stieg ab der 4. Stunde

wieder an. Nach 24 Stunden fand eine erneute Degradierung im Zytoplasma statt (s.
Abb.9).

E. coli

. | «=37 kD

Abb. 9: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der DegradierungBoniin Zytoplasma

von Synovialzellen durch Infektion mEscherichia coli Synovialzellen wurden zeitgleich und mit
gleicher Bakterienkonzentration infizierkBa - mit einem Molekulargewicht von etwa 37 kD - wurde
durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper amtd im Immunoblot detektiert. In Spur 1 wurde

die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach
1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h, Spur 6 nach 6 h und Spur 7 nach 24Boddedradierte nach 1

h und stieg bei 4 h und 6 h wieder an. Nach 24 h fand eine erneute Degradierung statt.

Im Kern erschien die Untereinheit p65 des kB-nach einer Stunde und fiel bei 4

Stunden wieder ab (s. Abb.10). Nach insgesamt 24 Stunden war eine weitere
Aktivierung von NFkB erkennbar.
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E. coli
K 1/2 1 2 4 6 24 h
sl B S e |4 G5 kD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 10: Westernblot zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Aktivierung vomBlin Kern von
Synovialzellen durch Infektion mEscherichia coli Synovialzellen wurden zeitgleich und mit gleicher
Bakterienkonzentration infiziert. NkB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper, der an die
Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion,
aufgetragen. Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach 1 h, Spur 4 nach 2 h, Spur 5 nach 4 h,
Spur 6 nach 6 h und Spur 7 nach 24 h darkBRwurde nach 1 h aktiviert und fiel bei 4 h wieder ab.

Nach 24 h wurde NkB erneut sichtbar.

Die direkte Bindung der Untereinheiten an die Oligonukleotide war im Electro-
Mobility-Shift-Assasy sichtbar. Wiederum war das Auftreten von p50/p65 zwischen 1/2
und 2 Stunden zu sehen (s. Abb.11). Durch die Anwendung des Superschifts ist die
Identifizierung der bindenden Untereinheiten mdglich. Hier waren p65 und p50 als
beteiligte Fraktionen von NkB nachweisbar. Als Probe diente hierbei der 24-

Stundenwert.
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E. coli

+ + +
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«= p65/p50

«= p50/p50

Abb.11: Identifikation von spezifischen NkB Proteinen, die im Electro-Mobility-Shift-Assay an
Oligonukleotide mit der Sequenz des Interleukin-2-Promoters binden. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung
von NF«B durch Escherichia coli Synovialzellen wurden zeitgleich und mit gleicher
Bakterienkonzentration infiziert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen.
Spur 2 stellt das Ergebnis nach 1/2 h, Spur 3 nach 1 h, Spur 4 nach 2, Spur 5 nach 4 h, Spur 6 nach 6 h
und Spur 7 nach 24 h dar. Bei einem Wert von 1/2 h bis zu 2 h war eine Fraktion von p65/p50 zu
erkennen. Der Superschift wurde mit einem Antikdrper gegen die Untereinheiten p65 (Spur 8) und p50
(Spur 9) durchgefiihrt. Fast das gesamtek®FSignal wurde nach oben geschiftet und stellte sich
aufgrund des hoheren Molekulargewichtes in einer neuen Bande dar. In Spur 10 wurde eine Kompetition
mit nicht markierten Oligonukleotiden aufgetragen. Das Signal entfiel, da kein radioaktiver
Oligonukleotid-Proteinkomplex entstand.

Auch Escherichia coliist damit in der Lage, NKB in Synovialzellen zu aktivieren,

was sich mit einem Maximum zwischen 1/2 und 2 Stunden zeigte.

3.2.4. Vergleich der NkB-Aktivierung durchYersinia enterocolitica O,Balmonella

enteritidis,und Escherichia coli

Den pathogenen KeimeBalmonella enteritidisind Yersinia enterocolitca O,3ollte
nun das apathogene Bakteriumscherichia coliim direkten Vergleich
gegenubergestellt werden. Es stellte sich die Fragé&saherichia coliin gleicher
Weise Einfluld auf die Aktivierung von NkB in Synovialzellen nimmt.
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Im Westernblot wurden jeweils die Werte 4 und 6 Stunden betrachtet, da diese fir die
Bakterienstamméersinia enterocolitca O.8nd Salmonella enteritidi®in Maximum
darstellen. Die drei Bakterienarten wurden zeitgleich durch die Infektion von
Synovialzellen untersucht.

IkBa degradierte in den miYersinia enterocolitic O.3und Salmonella enteritidis
infizierten Zellen nach 4 Stunden und war bei 6 Stunden bereits wieder nachproduziert.
Escherichia colihingegen bewirkte zu diesen Zeitpunkten keine Degradierung von
IkBa (s. Abb.12).

Yersinia Salm. E. coli
K 4 6 4 6 4 6 h
s - e - o | =37 KD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 12: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der Degradierungkiam im Zytoplasma von
Synovialzellen durch Infektion miYersinia enterocolitica O,3Salmonella enteritidisind Escherichia

coli. Die Zellen wurden zeitgleich und mit gleicher Bakterienkonzentration infizidBo |- mit einem
Molekulargewicht von etwa 37 kD - wurde durch einen polyklonalen Kaninchen-AntikérpeBati-|

im Immunoblot detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2
und 3 stellt das Ergebnis einer Infektion miérsinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 h, Spur 4 und 5

die Infektion mit Salmonella enteritidismach 4 h und 6 h und Spur 6 und 7 einer Infektion mit
Escherichia colinach 4 h und 6 h dakBa degradierte durciersinia enterocolitica O.Bach 4 h und
bildete sich nach 6 h neu. Dur&almonella enteritidislegradiertedBa nach 4 h und erschien erneut
nach 6 hEscherichia coliiel kBa weder nach 4 h noch nach 6 h degradieren.

Im Kern war eine Aktivierung der Untereinheit p65 des hB-durch Salmonella
enteritidisundYersinia enterocolitica O.Bei einem Wert von 4 Stunden zu erkennen
(s. Abb.13). Es folgte ein Nachlassen der Aktivitat von KFbei 6 Stunden. Eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors durBlscherichia colikonnte zwischen 4 und 6

Stunden nicht beobachtet werden.
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Yersinia Salm. E. coli
K 4 6 4 6 4 6 h
- = 65 kD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 13: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der Aktivierung vonkBFim Kern von
Synovialzellen durch Infektion miYersinia enterocolitica O,3Salmonella enteritidisind Escherichia

coli. Synovialzellen wurden zeitgleich und mit gleicher Bakterienkonzentration infizierkB\Wwurde

mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikdrper, der an die Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1
wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 und 3 stellen das Ergebnis einer
Infektion mit Yersinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 h, Spur 4 und 5 die Infektion 8étimonella
enteritidisnach 4 h und 6 h und Spur 6 und 7 einer InfektionEséherichia colinach 4 h und 6 h dar.
Yersinia enterocolitica O.aktiverte NFKB nach 4 h un@almonella enteritidiihrte ebenfalls nach 4 h

zu einer Aktivierung. Eine Aktivierung durdEscherichia colwar nach 4 h und 6 h nicht zu erkennen.

Diese Ergebnisse zeigten, d&scherichia coli wie auchYersinia enterocolitica O.3
und Salmonella enteritidisin der Lage waren, NKB in Synovialzellen zu induzieren.
Allerdings unterschied sich dieses Bakterium in der zeitlichen Abfolge der Induktion
von den beSalmonella enteritidisindYersinia enterocoliticgefundenen Resultaten.
Diese bewirkten eine Induktion von NdB zwischen 4 und 6 Stunden, im Gegensatz zu
dazu fuhrte eine Infektion mEscherichia colizu einer Aktivierung von NkB mit
einem Hohepunkt bis zu 2 Stunden post infectionem, d.h.,Sis®nella enteritidis

und Yersinia enterocolica O-thfektionen eine langer andauernde KB-Induktion

bewirken al€Escherichia coliinduktionen.

3.2.5. Vergleich von intakteMersinia enterocolitica O.8nd UV-Licht inaktivierten
Yersinia enterocolitica O.3

Um der Frage nachzugehen, welcher Bestandteil der Bakterien fir die Induktion von

NF-kB verantwortlich gemacht werden kann, wurden Synovialzellen nicht nur mit
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intakten Bakterien infiziert. So sollte die Bedeutung lebender Erreger von Effekten
einzelner Komponenten der Erreger abgegrenzt werden. Durch eine Bestrahlung mit
UV-Licht wurden die Bakterien inaktiviert, die DNA dadurch zerstort und die Zellwand
intakt gelassen, damit diese auf ihre Wirkung hin untersucht werden konnte. Ob
Bakterien im Ganzen zur NikB-Induktion notwendig sind, wurde untersucht, indem
eine Bakteriensuspensioldrsinia enterocolitica O.&3h RPMI 1640) abzentrifugiert

und steril filtriert wurde. Auf diese Weise konnten sich nur kleine Bestandteile oder
bakterielle Produkte im Filtrat befinden, mit welchen Synovialzellen inkubiert wurden.
Wie bereits in vorangegangenen Versuchen wurde die Aktivitdt vorRBNFA Kern
beobachtet, wobei hier nur die Werte 4 und 6 Stunden der Kinetik betrachtet wurden.
Diese Stundenwerte stellten das Maximum der KB-Aktivitdt nach einer
Stimulierung durchrersinia enterocolitica O.8 Synovialzellen dar.

Werden unbehandelt¥ersinia enterocolitica O.3nit UV-inaktivierten Yersinia
enterocolitica O.3verglichen (s. Abb.14), so zeigt sich, dag8d bei 4 Stunden
degradierte und bei 6 Stunden das Inhibitorprotein wieder erneuert war. Im Gegensatz
dazu ist bei den Zellen, die mit UV- inaktiviert¥ersinia enterocolitica O.®fiziert
wurden, keine Degradierung vorBa im Zytoplasma sowohl bei 4 als auch bei 6

Stunden zu erkennen.
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Yersinia
ohne UV mit UV

K 4 6 4 6 h
-— — — - «= 37 kD
1 2 3 4 5

Abb. 14: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der DegradierungkBm im Zytoplasma von
Synovialzellen durch Infektion mit unbehandelt¥ersinia enterocolitica O.3ind UV-inaktivierten
Yersinia enterocolitica O.3lkBa - mit einem Molekulargewicht von etwa 37 kD - wurde durch einen
polyklonalen Kaninchen-Antikdrper an#Ba im Immunoblot detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle

(K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 und 3 stellen das Ergebnis nach einer Infektion mit
unbehandelteryersinia enterocolitica O.Bach 4 h und 6 h dar. Spur 4 und 5 zeigen das Ergebnis nach
der Infektion mit UVtinaktiviertenYersinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 hkBa degradierte durch
unbehandelté&’ersinia enterocolitica O.Bach 4 h und bildete sich bei 6 h neu.-udktivierte Yersinia
enterocolitica O.3flhrten nach 4 und 6 h nicht zum Abbau veBd.

Im Kern erschien die Untereinheit p65 des NB-in Synovialzellen, die mit
unbehandelterYersinia enterocolitica O.&fiziert wurden, nach 4 und 6 Stunden.
Durch UV-inaktivierteYersinia enterocolitica O.kam es somit bei 4 und 6 Stunden zu
einer leichten Aktivierung von NkB (s. Abb.15).
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Yersinia
ohne UV mit UV

K 4 6 4 6 h

— e — = 65 kD

Abb. 15: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der Aktivierung vonkBFim Kern von
Synovialzellen durch Infektion mit unbehandeltéarsinia enterocolitica O.8ind UV-inaktivierte
Yersinia enterocolitica O.3Synovialzellen wurden zeitgleich und mit gleicher Bakterienkonzentration
infiziert. NFKB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikérper, der an die Untereinheit p65
bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 und 3
stellen das Ergebnis nach einer Infektion mit unbehand¥kesinia enterocolitica O.8Bach 4 h und 6 h

dar. Spur 4 und 5 zeigen das Ergebnis nach der Infektion mit UV-inaktiviéetsmia enterocolitica 0.3

nach 4 h und 6 h. NkB wurde durch unbehandel¥ersinia enterocolitica O.8ach 4 h aktiviert und

lieB nach 6 h etwas nach. UV-inaktivieNersinia enterocolitica O.Bewirkten nach 4 h eine schwache
Induktion von NFkB, nach 6 h war keine Aktivierung zu erkennen.

Als Ergebnis war festzuhalten, dass UV-inaktivierte Bakterien wie auch unbehandelte
Bakterien zu einer Aktivierung von NiB in Synovialzellen fuhrten, mit UV-Licht

behandelte Bakterien allerdings eine Aktivierung deutlich schwécherer Art induzierten.

3.2.6. Vergleich von intaktei¥ersinia enterocolitica O.3nit dem Uberstand von

Yersinia enterocolitica O.8ndUV-Licht inaktiviertenYersinia enterocolitica O.3

Um zuséatzlich zu lebenden Bakterien auch die Rolle bakterieller Produkte zu
untersuchen, wurde der Uberstand bakterieller Kulturen in den Vergleich
miteinbezogen.

Dabei war bei Hinzuziehung des Ergebnisses der Degradierung kBm in
Synovialzellen deutlich zu erkennen, dass der Uberstand in der Lage ist, soBamhl |

als auch NFB zu aktivieren. Wurden die Induktionsstarken miteinander verglichen

41



3. ERGEBNISSE

zeigte sich, dass der Uberstam@d in einem viel geringerem Ausmaf degradiert als
unbehandelterersinia enterocolitica O.3ind ebenso eine eindeutig schwéchere
Degradierung zeigte als UV-Licht inaktivierte Bakterien (s. Abb.16). Unbehandelte
Yersinia enterocolitica O.2eigten eine Degradierung vaxBla nach 4 und 6 Stunden,

der Uberstand der Bakterienkultur lieR nur einen geringen Riickgang des Signals
erkennen und die mit UV-Licht behandelten Erreger degradiedt&m mach 4 Stunden,

wobei bei 6 StundexBa erneut sichtbar wurde.

Yersinia
unbehand. Uberst. uv
K 4 6 4 6 4 6 h
e= 37 kD
1 2 38 4 5 6 7

Abb. 16: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der Degradierungkiam im Zytoplasma von
Synovialzellen durch Infektion mit unbehandeltéersinia enterocolitica O,3Uberstand vorYersinia
enterocolitica O.und UV-inaktiviertenYersinia enterocolitica O.3kBa - mit einem Molekulargewicht

von 37 kD - wurde durch einen polyklonalen Kaninchen-Antikdrper aiixlim Immunoblot detektiert.

In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne Infektion, aufgetragen. Spur 2 und 3 stellen das Ergebnis
nach einer Infektion mit intakte¥iersinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 h dar. Spur 4 und 5 zeigen
das Ergebnis nach der Infektion mit dem Uberstand¥ensinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 h. In

Spur 6 und 7 ist das Ergebnis der Infektion mit UV-inaktiviekfersinia enterocolitica O.8ach 4 h und

6 h zu erkennenkBa degradiert durch unbehandeltersinia enterocolitica O.8ach 4 h und hielt bis

zu 6 h an. Der Uberstand vafersinia enterocolitica O.8es IkBa nach 6 h schwach degradieren. UV-
inaktivierte Yersinia enterocolitica O.8hachten eine Degradierung nach 4 h sichtbar, nach 6 h bildete
sich KBa erneut. Die abfallende Linie der Signale ist auf eine Verziehung des Geles beim Trocknen
zuriickzufiihren.

Durch die Beobachtung der Aktivierung von MB-im Kern von Synovialzellen wurde
sichtbar, dass der Uberstand in der Lage war, auckBNirach 6 Stunden zu aktivieren,

allerdings in viel geringerem Ausmald als intaktersinia enterocolitica O.3s.
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Abb.17).Yersinia enterocolitica O.Bel3 NFkB im Kern nach 4 Stunden erkennen und
verstarkte sich bis zu einem Maximum bei 6 Stunden. UV-Licht inaktivierte Erreger

zeigten eine Aktivierung von NKB nach 4 Stunden.

Yersinia
unbehand. Uberst. UV

K 4 6 4 6 4 6 h
- o8 s — - «= 65 kD
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 17: Westernblot zur vergleichenden Darstellung der Aktivierung vonkBFim Kern von
Synovialzellen durch Infektion mit unbehandeltéersinia enterocolitica O,3Uberstand vorYersinia
enterocolitica O.3und UV-inaktivierte Yersinianterocolitica O.3Synovialzellen wurden zeitgleich und

mit gleicher Bakterienkonzentration infiziert. NdB wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-
Antikorper, der an die Untereinheit p65 bindet, detektiert. In Spur 1 wurde die Kontrolle (K), Zellen ohne
Infektion, aufgetragen. Spur 2 und 3 stellen das Ergebnis nach einer Infektion mit unbehafetsitea
enterocolitica O.3nach 4 h und 6 h dar. Spur 4 und 5 zeigen das Ergebnis nach der Infektion mit
Uberstand vorersinia enterocolitica O.8ach 4 h und 6 h Spur 6 und 7 sind das Ergebnis einer
Infektion mit UV-inaktivierten Yersinia enterocolitica O.3vach 4 h und 6 h. NKB wurde durch
unbehandelterersinia enterocolitica O.Bereits nach 4 h aktiviert und steigert sich bis zum 6 h Wert.
UV-inaktivierte Yersinia enterocolitica O.®»ewirken eine leichte Aktivierung nach 6 h und der
Uberstand vorYersinia enterocolitica O.8ktiviert NFKB nach 4 h und 6 h nicht.

Die Konklusion dieser Versuche zeigte, dass auch der Uberstand eine Induktion von
NF-kB hervorrief. Der Uberstand voriersinia enterocolitica O.8ihrte aber zu einer
geringeren Reaktion als UV-inaktivierte Bakterien. Die absteigende Reihenfolge der
Induktionsstarke ist damit wie folgt:ersinia enterocolitica O.8nbehandelt Yersinia

enterocolitica O.3JV-inaktiviert —Yersinia enterocolitica O.8berstand.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Durchfuhrung und Auswertung der Versuche verlief unter folgenden
Gesichtspunkten. Zum einen wurde beobachtet, ob eine Aktivierung vaBNRd
Degradierung vonkBa durch Infektion mit unterschiedlichen Bakterien stattfand. Zum
anderen wurden beide Prozesse in ihrem zeitlichen Verlauf betrachtet. Weiterhin wurde
die Induktionsstarke des Transkriptionsfaktors innerhalb eines Westernblotes
verglichen. Zur Analyse der Bindung von MB- mit seinen Untereinheiten p65 und

p50 an DNA wurde ein EMSA durchgefuhrt.

Als Gemeinsamkeiten waren in allen vorliegenden Versuchen 3 Punkte festzuhalten.
Erstens wurde innerhalb aller Infektionen KB-aktiviert, zweitens kam es dabei stets
zu einer Degradierung vorkBa und drittens fuhrten samtliche Infektionen der
untersuchten Bakterien zu einer Bindung von ®B=Untereinheiten p65 und p50 an

das NFkB Bindemotiv.

Unterschiede waren hinsichtlich des zeitlichen Auftretens der Degradierung®&an |
und Aktivierung von NKB zu verzeichnen.

Yersinia enterocolitica O.3nduzierte NFkB in HelLa-Zellen mit einem Maximum
zwischen 1/2 und 2 Stunden. Hingegen stellte sich die Aktivierung des
Transkriptionsfaktor in Synovialzellen erst mit einem Maximum zwischen 4 und 6
Stunden ein.

Im Vergleich zu Yersinien bewirktEscherichia coliein Auftreten von NFB bereits
nach 1- und 2 Stunden. Nach 4 bis 6 Stunden war kein Signal mehr zu erkennen.
Escherichia colihob sich damit durch eine deutlich frihere Aktivierung des
Transkriptionsfaktors voryersinia enterocolitica O.&b und verhielt sich so wie
Yersinia enterocolitica O.5 HeLa-Zellen.

Salmonella enteritidishingegen zeigte eine vergleichbare Kinetik wiersinia

enterocolitica O.3nit einer Aktivierung von NB zwischen 4 und 6 Stunden.

Im Vergleich von unbehandelten lebendésrsinia enterocolitica O.2u inaktivierten
Yersinien oder zu Produkten der Bakterien fanden sich unterschiedliche Ergebnisse bei
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der Induktion von NRB. UV-Licht inaktivierte Yersinien bewirkten eine deutlich
schwéachere Induktion als intakte Bakterien. Weiterhin zeigte der Uberstand von
Yersinia enterocolitica O.8ine noch geringere Aktivierung von MB-als die mit UV-

Licht behandelten Yersinien.
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4. Diskussion

Spondylarthropathien stellen eine Gruppe von Erkrankungen dar, zu welchen die
ankylosierende Spondylarthritis, die mit einer entzindlichen Darmerkrankung
assoziierten Arthritiden, die reaktive Arthritis und die undifferenzierten
Spondylarthropathien z&hl¢R@4]. Primar lassen sich zwei wichtige Theorien zu deren

Atiologie unterscheiden:

Kreuzreaktion zwischen Bakterien und HLA B27

Eine Gemeinsamkeit dieser Erkrankungen ist neben den klinischen Ahnlichkeiten die
Assoziation mit dem Auftreten des MCH-1 Molekils HLA B27 [16; 3]. Das
Vorhandensein dieses Oberflachenmolekils wurde mit dem Vorliegen einer
Autoimmunkrankheit assoziiert [69]. Eine Hypothese besagt, dass molekulares Mimikry
zwischen Bakterien und HLA B27 eine Rolle bei der Pathogenese der HLA B27
assoziierten Spondylarthropathien spielt. Damit wirden Antikorper, deren Produktion
von Bakterien induziert wird, mit HLA B27 Molekllen kreuzreagieren und eine
Autoimmunantwort auslosen. Dies kdnnte die Entstehung der genannten Krankheiten
erklaren. Es wurden Antikorper geg&tebsiella pneumoniagefunden, die einen
homologen Abschnitt mit HLA B27 aufwies¢®7]. Einzelne Studien weisen in diese
Richtung, allerdings konnte bei Kontrolluntersuchungen keine eindeutige Bestatigung
dieser Vermutung gefunden werden. Obwohl HLA B27 Molekile immunologische
Determinanten mit bakteriellen Bestandteilen teilen, kann nicht gefolgert werden, dass
HLA B27 assoziierte Krankheiten unabdingbare Autoimmunkrankheiten sind, ausgeldst
durch eine autoimmune Reaktif#8]. Es liegen keine Beweise vor, dass diese
gemeinsamen Determinanten fur die Pathogenese der Spondylarthritiden wichtig sind.
Vielleicht kdnnte aber dieses MCH-Molekul als Bakterienrezeptor dienen, der das
Eindringen in die Zelle erleichtert oder in irgendeiner Weise die Bakterien begunstigt.
Hinsichtlich der Bedeutung von HLA B27 fiir das Eindringen und das Uberleben von
Bakterien in Synovialzellen konnte in Versuchen iérsinia enterocoliticaund

Salmonella enteritidi&ein Einflul3 des Oberflachenmolekuls gezeigt werden [39; 41].
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Theorie der direkten Infektion

Die reaktive Arthritis wird als sterile Gelenkentziindung beschrieben, die als Folge einer
extraartikular aufgetretenen Infektion auftritt [4]. Zu den bekannten Erregern zahlen
Yersinien, Salmonellen, Shigellen, Campylobacter und Chlamydien [79]. Es stellt sich
die Frage, wie diese Keime fern von ihrem Infektionsort in der Lage sein kdnnen,
derartige Gelenklasionen zu verursachen. Entsprechend der Theorie, dass es sich um
eine direkte Infektion handeln kdnnte, wurden Synovialfliissigkeit und Synovialzellen
untersucht. Hierbei konnte DNA von Chlamydien und Salmonellen gefunden werden
[72; 55]. Bestandteile von Shigellen und Yersinien konnten ebenfalls entdeckt werden,
allerdings beschrankt sich hierbei der Fund auf LPS [18]. Dass Bakterien im Ganzen ins

Gelenk gelangen, konnte bis jetzt nur bei Chlamydien bestatigt werden.

Die Fahigkeit der Yersinien, Zellen zu infizieren und darin zu persistieren

Bisher konnten Antigene und DNA von Chlamydien und Salmonellen in
Synovialflissigkeit gefunden werden, nicht aber bei Yersinien. Auch waren Versuche
erfolglos, Yersinien aus Synovialgewebe anzuziichten [34]. Eine interessante
Beobachtung stellt die Entdeckung von ovalen Partikeln in synovialem Gewebe dar, die
eine sehr groRe Ahnlichkeit mit dem Aussehen eines Stabchenbakteriums haben. Bei
ndheren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass es sich um die
Membranstruktur von Yersinien handelt, welche allerdings keine DNA enthélt. Es
gelang auRerdem zu zeigen, dass Yersinien die Fahigkeit besitzen, in das synoviale
Gewebe einzudringen und dort zu persistieren [42]. Durch eine intrazelluléare Interaktion
mit der Wirtszelle kdnnten Yersinien im Gewebe Uberleben und Prozesse aktivieren, die
dem Wirt schaden, wie zum Beispiel die reaktive Arthritis. Es bleibt die Frage, mit
welchen Mechanismen Yersinien ausgestattet sind oder welche Zellreaktion sie

auszulosen vermdgen, um diese krankheitserzeugende Reaktion hervorzurufen.
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Zytokine spielen eine Rolle fur intrazellulare Persistenz von Bakterien

Interleukin-1 und TNFa sind proinflammatorisch wirksame Zytokine. Hinsichtlich der
Bedeutung fir das intrazellulare Uberleben von Yersinien in Synovialzellen konnte
gezeigt werden, dass Interleukin-1, THFdnd Interferony (ein multifunktionelles
Zytokin, das auch Thl-Reaktionen unterstitzt) den Bakterientiter in Synovialzellen zu
verringern vermogen, wohingegen Interleukin-4 die Bakterien in ihrer intrazellularen
Persistenz unterstitzt [40]. Damit werden weitere Uberlegungen gerechtfertigt, die sich
mit dem Ablauf der intrazellularen Zytokinproduktion beschéaftigen und es stellt sich die

Frage, wodurch diese gesteuert wird.

Der Transkriptionsfaktor NikB und sein Wirken im Zusammenhang mit Infektionen

Bereits 1986, bei der Erstbeschreibung von ®\B5- wurde der bakterielle
Zellwandbestandteil LPS als wichtiger Induktor von iE-beschrieben. Daneben
konnen auch virale Infektionen oder andere bakteriellen Substanzen eine aktivierende
Rolle spielen [13]. Das Verhalten von MB- bei gram-negativen Infektionen wurde
bereits fur intestinale Epithelzellen beschrieben, die mit enteroinvasiven Bakterien
infiziert wurden. Dabei wird NkB als zentraler Regulator der zellularen Abwehr
beschrieben [25]. ObwohBalmonella enteritidisind Yersinia enterocolitica
verschiedene Strategien benutzen und unterschiedliche Signalwege aktivieren [47],
verstarken die intestinalen Epithelzellen, vom Typ des Erregers unabh&ngig, die
Expression von Genen, die eine entziindungsférdernde Antwort zur Folge haben [45].
Fur diese Immunantwort auf eine Infektion mit enteroinvasiven Bakterien wirkB\NF-

als zentraler Faktor verantwortlich gemacht. RBspielt eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von Entziindungsmolekulen [51]. Intestinale Zellen aktiviererxBlisehr

schnell nach Eintreten einer Infektion. [12].

NF-kB und gram-negative Bakterien in Synovialzellen

Da die Erreger der reaktiven Arthritis primér den Gastrointestinaltrakt infizieren, stellt

sich die Frage, ob und wie sie ins Gelenk gelangen und welche Folgen eine
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intraartikulare Infektion hat. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb
untersucht werden, ob eine Yersinien- oder Salmonelleninfektion in Synovialzellen eine
NF-kB-Aktivierung hervorruft.

Innerhalb einer Versuchsreihe, in welcher Synovialzellen mit Yersinien und
Salmonellen infiziert und anschlie3end lysiert wurden, konnte mit Hilfe von
Westernblot und Antigendetektion eine deutliche Aktivierung vorkBRm Zellkern
gezeigt werden. Das im Zytoplasma vorhandeq®al, der NFxB-Inhibitor, wird
gleichzeitig degradiert.

Es wurde gezeigt, dass NMB bei einer Infektion von Synovialzellen sowohl durch
Yersinien als auch durch Salmonellen beteiligt ist. Es besteht somit die Mdglichkeit
einer Beteiligung des Transkriptionsfaktor an der Pathogenese der reaktiven Arthritis.

Die Bedeutung von bakteriellen Bestandteilen an dekBHAktivierung

Da allerdings bis zu diesem Zeitpunkt keine vollstandigen Bakterien in
Synovialflussigkeit und —gewebe bei Patienten mit reaktiver Arthritis entdeckt werden
konnten, sondern nur Teile dieser Bakterien oder antigenes Material, bleibt die Frage,
ob auch diese bakteriellen Bestandteile allein es vermogen, eikdMktivierung
hervorzurufen.

Dazu wurden Yersinien in zweifacher Weise prapariert. Zum einen wurden sie mit Hilfe
von UV-Strahlen inaktiviert, was bedeutet, dass die Zellwand intakt blieb, die DNA
aber zerstort wurde. Zum anderen wurde eine Bakteriensuspension abzentrifugiert und
der Uberstand steril filtriert, um bakterielle Produkte oder einzelne Bestandteile zu
isolieren. Mit inaktivierten Bakterien oder dem Uberstand wurden Synovialzellen
infiziert, lysiert und durch einen Westernblot mit Antigendetektion das Verhalten von
NF-kB dargestellt. Auch bei diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dad3 iNf-
Zellkern aktiviert wird.

Wurden die Induktionsstarken von intakten, durch UV inaktivierten Bakterien und der
Uberstand miteinander verglichen, war zu erkennen, dass das groRte Potential der NF-
KB-Aktivierung bei unbehandelten Yersinien lag. In absteigender Reihenfolge folgten

UV behandelte Bakterien und der filtrierte Uberstand.
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Daraus konnten zwei Schlussfolgerungen gezogen werden. Einmal konnte die starkere
Induktion durch UV-inaktivierte Yersinien, verglichen zum filtrierten Uberstand, fiir
die Zellwand als pathogenen Faktor sprechen. Dies wirde die Ergebnisse unterstitzen,
dass LPS ein bedeutender Induktor von®-ist [13]. Ein Konzentrationsunterschied

von LPS ware damit von Bedeutung, denn bei intakten Bakterien und UV-inaktivierten
Keimen ist eine hohere Konzentration des Zellwandbestandteiles vorhanden als bei dem
verwendeten Uberstand. Somit aktivieren intakte Bakterien und durch UV-inaktivierte
Keime NF«B starker als der Uberstand.

Zum anderen ergeben die Versuche, dass lebende YersinieB Nt&rker aktivieren

als abgetotete Bakterien. Dies kdonnte damit zusammenhangen, dass diese noch in der
Lage sind, sich zu vermehren oder zusatzliche Pathogenitatsfaktoren zu exprimieren.
Infolgedessen liel3e sich erstens die MOI nicht mehr mit den Versuchen der intakten
Bakterien vergleichen. Und zweitens kénnten lebende Yersinien moglicherweise neue
Oberflachenproteine nach der Invasion in die Zelle exprimieren, was zu einer starkeren

NF-kB-Aktivierung fuhren wirde.

Des weitern darf man annehmen, dass auch Folgeprodukte deB-KKtivierung eine
wesentliche Rolle spielen kdnnten. Ein starker Induktor vorkRIFa Synovialzellen
ist TNF-a [6]. Dieses Zytokin kdnnte erneut, als Produkt einerdBFAktivierung, zur
Induktion des Transkriptionsfaktors fuhren.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass KB--nhach bakterieller Infektion von
Synovialzellen induziert wird, soll nun die Bedeutung von TNFir eine
Immunantwort diskutiert werden. Das wirft die Frage auf, was fur eine RolledrNF-

innerhalb der Interaktion zwischen Wirt und Bakterium spielt.

Die Bedeutung von TNE-in Verbindung mit NFB

TNF-a ist ein Zytokin, das in verschiedene intrazellulare Prozesse eingreift. So wirkt
TNF-o zum einen zytotoxisch [71; 64], und zum anderen wurde in Fibroblasten eine
Zellproliferation durch den Stimulus dieses Zytokins beobachtet [71]. Welcher Vorgang
ausgeldst wird, ist unter anderem vom Zelltypus abhéngig. Die Besonderheit der
Verknupfung von TNFx mit NF«B ist die Tatsache, dass TNFdie Fahigkeit besitzt,
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NF-kB zu aktivieren und gleichzeitig auch ein Produkt dieser Stimulierung sein kann
[6]. Das wirft die Frage auf, was die Aufgabe von T&lRAnerhalb der Interaktion
zwischen Wirt und Bakterium ist.

Einerseits zeigen Versuche mit Makrophagen und HelLa-Zellen, die¥emginia
enterocoliticainfiziert wurden, innerhalb von 60-90 Minuten keine Aktivierung von
NF-kB. Auch die TNFe-Produktion war supprimiert [60]. Da Zytokine - wie TN~
entscheidende Faktoren fir die Einddmmung einer Yersinieninfektion sind, konnte sich
durch eine TNFa-Supprimierung die Moéglichkeit der Yersinien erhdhen, sich in der
Wirtszelle zu vermehren [7; 12Das wirde bedeuten, dass eine ®B-Aktivierung
dazubeitragen konnte, durch die Produktion von TN&te Verteidigung des Wirtes
gegen eine Yersinieninfektion zu starken. Der Pathomechanismus,aTX&-
blockieren, ware damit fur das Pathogen von Nutzen. Dem Zytokin wirde damit eine
protektive Aufgabe zukommen. Eine Studie bei Patienten mit chronischer reaktiver
Arthritis zeigte niedrige Titer von TNE-[15]. Das Zytokin kdénnte somit an dem
Verlauf der Erkrankung beteiligt sein, indem eine zu geringe GN€enzentration die
Krankheit nicht eindammen kann. Auch liegen Ergebnisse vor, dassaTBiRe
wichtige Rolle bei der Limitierung der Schwere von bakteriellen Infektionen &It
Andererseits ware es moglich, dass TiEurch den Kreislauf von Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NiB und der nachfolgenden Produktion von TFzu einem
aul3er Kontrolle geratenen Circulus viciosus kommt, der in eine Entzindung mundet [7].
Dies pal3t zu der Beobachtung, dass TiN&n proinflammatorisch wirkendes Zytokin
ist[23]. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis konnte festgestellt werden, dass Zellen
aus befallenen Gelenken fahig waren, spontan @N#tr produzieren und damit den
Titer dieses Zytokins zu erh6hgzg).

TNF-a kann den Verlauf einer Infektion in zwei verschiedene Richtungen lenken.
Welcher Weg eingeschlagen wird, muf3 mit verschiedenen Zell- und Erregertypen
einzeln untersucht werden. Eindeutig bleibt nur, dass @NFdirekter Verbindung mit
NF-kB steht und sowohl die Expression des Zytokins als auch des Transkriptionsfaktors

eng miteinander verknipft sind.

Fur die Erforschung der reaktiven Arthritis ist nach unseren Ergebnissen wichtig, die

einzelnen Bakterienarten hinsichtlich ihrer Wirkung in Synovialzellen aukBIRin zu
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untersuchen. Deshalb wurde audetcherichia colials apathogener, die Entstehung der
reaktiven Arthritis nicht beeinflussender Keim, im Vergleich zu Yersinien und

Salmonellen betrachtet.

Infektion von Synovialzellen mEscherichia coliWie verhalt sich NfkB?

Escherichia coligehért zu den wichtigen Bakterien der physiologischen Darmflora und
verursacht im Vergleich z6almonella enteritidis und Yersinia enterocoliticaine
reaktive Arthritis als Sekundarmanifestation.

Werden Synovialzellen miEscherichia coliinfiziert, lysiert und nach einem
Westernblot mit Antikbrper gegen NEB detektiert, so zeigt sich auch hierbei eine
Degradierung vonkiBa im Zytoplasma und eine Aktivierung von NB im Zellkern.

Wird nun aber der Gesichtspunkt des zeitlichen Verlaufes der Aktivierung, also die
Kinetik, in die Beobachtungen miteinbezogen, so ist folgender Unterschied
festzustellen:Escherichia coliinduziert NFkB bei einer bis zwei Stunden post
infectionem, im Gegensatz 8almonella enteritidisindYersinia enterocoliticadie ein
Maximum bei vier bis sechs Stunden verzeichnen.

Pathogene Keime aktivieren NEB also erst zu einem spateren Zeitpunkt, was
nachfolgend zu einer verspateten Zytokinproduktion fihrt und damit die frihzeitige
Abtdtung der Keime nicht gelingt. Durch einen Mangel an TdNkénnte es den
Erregern gelingen, in der Zelle zu persistieren. Auch wenn die Zeitdifferenz nur vier
Stunden betragt, konnte bei einer Generationszeit von 20-30 Minuten eine grof3e Menge
an virulenten Erregern enstanden sein, die nicht mehr durchoTalfzutdten ist. Es
kénnten deshalb bakterielle Substanzen innerhalb dieser Zeitspanne vermehrt gebildet
werden und damit die notwendige Menge an bakteriellen Toxinen, die fur die Arthritis

notwendig ist, bereitstehen.

Ein Ausblick hinsichtlich der Entwicklung einer medikamentdsen Therapie

Vielleicht kann der strittigen Frage nach Nutzen oder Schaden vonaTiNRerhalb

von Infektionen ndher gekommen werden, wenn dessen Mitwirken bei der Pathogenese

bertcksichtigt wird. Auch die Behandlung der rheumatoiden Arthritis hat ihr
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Augenmerk auf das Zytokin TNé&-gerichtet. Fur die Pathogenese spielt es eine Rolle
im Entzindungsprozel3, in der Neoangiogenese und der fortschreitenden
Gelenkdestruktion. Damit entwickelte sich TNF-zur Zielscheibe der
Therapieentwicklung. Es wurden monoklonale TédAntagonisten entwickelt, die in

der Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt wurden, und mit deren Hilfe es
gelang, die Ausbreitung und den Schweregrad der Erkrankung positiv zu beeinflussen
[19]. Als kurzfristige Therapeutika zeigten die THFAntikbrper einen Rickgang des
Entzindungsprozesses [44]. Auch konnten klinische Studien eine gute Wirkung von
TNF-a-Antikérpern zeigen bei Patienten, die bereits unter immunsuppresiver Therapie
mit Methotrexat standen [46]. Innerhalb der Padiatrie wurde bei Patienten mit juveniler
rheumatoider Arthritis beobachtet, dass unter TaNPntikorper-Therapie eine
deutliche Besserung der Krankheitszeichen und Symptome auftrat [50].

Mit diesen Ergebnissen wird die bedeutende Rolle von @N#aterstrichen. Die
Therapie mit TNFa-Antikorpern zeigt die Wichtigkeit von proinflammatorischen
Zytokinen als Mediatoren in Gelenkentziindungen. Da damit innerhalb der Therapie der
rheumatoiden Arthritis grof3e Fortschritte erzielt wurden, bietet dies eine Basis fur neue
Einsatzmdglichkeiten, was das therapeutische Handeln bei Krankheiten mit
vergleichbarer Aktivitat, wie der reaktiven Arthritis, betrifft [33]. Allerdings konnte die
Pathogenese der reaktiven Arthritis noch nicht endgultig und damit auch nicht die
Aufgabe von TNFa geklart werde. Es bleibt offen, ob dieses Zytokin den
Entziindungsprozel erhgoht oder ob es bei dieser Krankheit von Nutzen ist. Kénnte diese
Frage geklart werden, ware der Weg frei fur die Anwendung eines entsprechenden
Medikamentes. Die Beobachtung des Verhaltens des Transkriptionsfaktat8 NF-
wurde aus diesem Grunde als wichtig betrachtet, denn dieser steht bekanntlich mit der
Produktion von TNFx in enger Verbindung.

Gibt es weitere Mechanismen der Pathogenese der reaktiven Arthritis?
Da die reaktive Arthritis als Folge von Infektionen verschiedener Erreger auftritt, kann
nicht ein Konzept auf alle Gbertragen werden. Einen Hinweis dafir, dass nisti NF-

alleine die Pathogenese kontrolliert, sind Versuche mit dem apathogenen

Yersinienstamm y-108c, der mit dem Modell nicht vollstandig zu vereinbaren ist, da
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auch dieser N&B in Synovialzellen, dem pathogenen Stamm y-108erginia
enterocolitica O.3 zeitlich vergleichbar, aktiviert, aber in vivo nicht die
Virulenzfaktoren besitzt, eine reaktive Arthritis hervorzurufen.

Es werden mit unterschiedlichen fiir die reaktive Arthritis pathogenen Bakterien
verschiedene krankheitsauslosende Mechanismen diskutiert, die alle als Ergebnis die
selbe Krankheit auslosen. Vermutlich hat jedes dieser Bakterien spezielle
Pathogenitétsfaktoren, die alle in die gemeinsame Endstrecke der klinischen

Manifestation der reaktiven Arthritis einmiinden [70].
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5. Zusammenfassung

Als Beitrag zur Pathogenese der reaktiven Arthritis wurde die Aktivierung vokBN\F-
durch gram-negative Bakterien untersucht. Mittelpunkt dieser Arbeit war die
Beobachtung, dass die Aktivitat des TranskriptionsfaktorskRFRn Synovialzellen

nach Infektion stimuliert wird. Die Erkrankung steht im klinischen Zusammenhang mit
einer Infektion durch gram-negative Darmbakterien und weiteren ErregernaTNF-
spielt eine wichtige Rolle bei der Erregerantwort der infizierten Zellen, in welchen
erhbhte TNFa-Titer gemessen wurden. Das bekannte Mitwirken vonkIBFin
immunologischen Prozessen liel3 vermuten, dass dieser Transkriptionsfaktor an der
Pathogenese der reaktiven Arthritis beteiligt ist. Dies steht in engem Zusammenhang
mit der Induktion von TNFx, ein Zytokin, das gleichzeitig ein wichtiger Induktor von
NF-kB darstellt. In unseren Experimenten wurde ein Unterschied zwischen apathogenen
und pathogenen Keimen in der zeitlichen Aktivierung von k¥Fbeobachtet. Die
Vertreter pathogener Erreger war¥ersinia enterocoliticad.3 undSalmonella
enteritidis Diese induzierten NkB zwischen 4 und 6 Stunden post infectionem, im
Unterschied zu dem apathogenen Bakterilgacherichia coli, das den
Transkriptionsfaktor schon nach 1 - 2 Stunden induzierte. Als Folge dieser Differenz
konnte die Immunantwort der Zelle zu unterschiedlichen Reaktionen in der Lage sein
und die Erreger abtdten oder eine Persistenz zulassen. Zusétzlich wurde das Augenmerk
auf die einzelnen Zellbestandteile oder —produkte gelenkt. Im Vergleich zu intakten
Bakterien wurde die Wirkung des Uberstandes und die von UV-inaktivierten Keimen
untersucht. Die Induktionsstarke war bei unbehandelten Erregern am gréf3ten und fiel
dann bei UV-inaktivierten Bakterien deutlich ab. Ein weiteres Abfallen der Aktivierung
war bei der Infektion mit dem bloRen Uberstand zu verzeichnen.

Mit diesen Ergebnissen wurde deutlich, dasski®Feei der Etablierung der reaktiven
Arthritis eine Rolle spielen kénnte. Noch bleibt offen, in welcher Art der
Transkriptionsfaktor in die intrazellularen Prozesse eingreift und welche

medikamentésen Behandlungsmadglichkeiten sich daraus ergeben kdnnten.
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